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 α2M    Alfa‐2‐macroglobulina 
 AC    Adenilato ciclasa 
 ACTH     Hormona adrenocorticotropa 
 ADAMTS  Desintegrina y metaloproteinasa con motivos trombospondina, del inglés a        
    disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs  
 AGEs    Productos finales de glicación avanzada, del inglés advanced glycation end  
    products 
 AINEs    Antiinflamatorios no esteroideos 
 AMPc    Adenosín monofosfato cíclico 
 anti‐CCP/  Anticuerpo antipéptido cíclico citrunilado 
ACPA   
 AP‐1    Proteína activadora 1, del inglés activator protein 1 
 APC    Poliposis adenomatosa coli  
 AR    Artritis reumatoide 
 ARNm    ARN mensajero 
 ATF    Factor de transcripción activador, del inglés activating transcription factor 
    Fragmento amino‐terminal, del inglés amino‐terminal fragment 
 BMP    Proteína morfogenética ósea, del inglés bone morphogenetic protein 
 CBFβ    Factor de unión central beta, del inglés Core Binding Factor beta 
 CD    Célula dendrítica 
 Cer1    Cerberus 
 CK1    Caseína quinasa 1 
 CIA    Artritis inducida por colágeno, del inglés collagen‐induced arthritis 
 COMP       Proteína oligomérica de la matriz del cartílago, del inglés cartilage oligomeric 
      matrix protein 
 COX    Ciclooxigenasa 
 CRE    Elemento de respuesta al AMP cíclico, del inglés cAMP response element 
 CREB    Proteína de unión al elemento de respuesta al AMPc, del inglés cAMP response 
    element‐binding protein 
 CREM    Modulador del elemento de respuesta al AMP cíclico 
 CRF    Factor liberador de corticotropina, del inglés corticotrophin‐releasing factor 
 CRF‐BP    Proteína de unión a CRF, del inglés corticotropin releasing factor‐binding  
    protein 
 CRFR    Receptor de CRF 
 CS     Condroitín sulfato 
 DAMPs    Patrones moleculares asociados a daño, del inglés damage‐associated  
    molecular patterns 
 DDR‐2    Receptor de dominio de discoidina 2, del inglés discoidin domain receptor 2 
Abreviaturas 
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 Dkk    Dickkopf 
 DMARDs   Fármacos antirreumáticos modificadores de la enfermedad, del inglés disease 
modifying antirheumatic drugs 
 DMOADs  Fármacos modificadores de la OA, del inglés disease‐modifying OA drug  
 Dsh    Disheveled 
 EGF    Factor de crecimiento epidérmico, del inglés epidermal growth factor 
 ERE  Elemento de respuesta a estrógenos 
 ERK    Quinasa regulada por señales extracelulares 
 FCN    Factor de crecimiento nervioso 
 FGF    Factor de crecimiento de fibroblastos 
 Fn‐fs    Fragmentos derivados de la fibronectina 
 FR    Factor reumatoide 
 Fzd    Frizzled 
 GAGs    Glicosaminoglicanos  
 G‐CSF    Factor estimulante de colonias de granulocitos, del inglés granulocyte colony‐ 
    stimulating factor 
 GEP    Precursor de granulina‐epitelina, del inglés granulin‐epithelin precursor  
 GHRF    Factor liberador de la hormona del crecimiento, del inglés growth hormone  
    releasing factor 
 GIP    Péptido inhibidor gástrico, del inglés gastric inhibitory polypeptide 
    Proteína de interacción con GPCRs, del inglés GPCR interacting protein 
 GLP    Péptidos relacionado con el glucagón, del inglés glucagón‐like peptide 
 GM‐CSF   Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, del inglés  
    granulocyte macrophage colony‐stimulating factor 
 GPCR  Receptor acoplado a proteínas G, del inglés G protein‐coupled receptor 
 GPI   Glicosilfosfatidilinositol 
 GRE    Elemento de respuesta a glucocorticoides, del inglés glucocorticoid response  
    element 
 GRK  Proteína quinasa de los GPCRs, del inglés GPCRs kinases 
 GSK3β    Glucógeno sintasa quinasa 3 beta 
 HD    Donantes sanos (no artríticos), del inglés healthy donors 
 HPA    Eje hipotálamo‐pituitaria‐adrenal 
 ICAM‐1/  Molécula de adhesión intracelular1, del inglés intercellular adhesion  molecule1 
CD54   
 ICE    Enzima convertidora de IL‐1, del inglés IL‐1 converting enzyme 
 IGD    Dominio intraglobular, del inglés intraglobular domain 
 IGF    Factor de crecimiento insulínico, del inglés insulin‐like growth factor 
Abreviaturas 
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 iGluRs    Receptores ionotrópicos de glutamato, del inglés ionotropic glutamate  
    receptors 
 IκB      Proteína inhibidora de NF‐κB 
 IKK      Quinasa de IκB 
 IL      Interleucina  
 IL‐1Ra    Antagonista del receptor de IL‐1 
 IL‐1RI    Receptor de IL‐1 
 iNOS    Óxido nítrico sintasa inducible, del inglés inducible nitric oxide synthase 
 IP3    Inositol trifosfato 
 IRM      Imagen por resonancia magnética 
 JAK    Quinasa Janus 
 JNK/    Quinasa N‐terminal de c‐Jun 
SAPK 
 KS     Queratán sulfato 
 LEF    Potenciador linfoide 
 LOX‐5    Lipooxigenasa 5 
 LRP    Lipoproteínas de baja densidad 
 LTB4    Leucotrieno B4 
 Ly‐6    Antígeno 6 de linfocitos, del inglés lymphocyte antigen 6 
 LU    Dominio Ly‐6 y uPAR 
 MAPK    Proteínas quinasas activadas por mitógenos, del inglés mitogen‐activated  
    protein kinases 
 MAPKK    Quinasas de las MAPK 
 MAPKKK  Quinasas de quinasas de las MAPK 
 MCP‐1/    Proteína quimiotáctica de monocitos 1, del inglés monocyte chemoattractant 
CCL2    protein 1 
 MEC    Matriz extracelular  
 MIP‐1α/  Proteína inflamatoria de macrófagos 1 alfa, del inglés macrophage  
CCL3    inflammatory protein 1 alpha 
 miRNAs  microARNs 
 MMPs    Metaloprotinasas de matriz 
 MT‐MMPs  MMPs asociadas a membrana, del inglés membrane‐type matrix  
    metalloproteinases 
 NF‐κB    Factor nuclear‐kappa B, del inglés nuclear factor‐kappa B 
 nGRE    Elemento de respuesta negativo a glucocorticoides  
 NK    Del inglés natural killer 
 NO    Óxido nítrico 
Abreviaturas 
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 O2‐    Anión superóxido 
 OA   Artrosis, del inglés osteoarthritis 
 OPG    Osteoprotegerina 
 
 PACAP    Péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria, del inglés pituitary  
    adenylate cyclase‐activating peptide 
 PAI   Inhibidor del activador del plasminógeno, del inglés plasminogen activator  
      inhibitor  
 PAMPs    Patrones moleculares asociados a patógenos, del inglés pathogen‐associated  
    molecular patterns 
 PCR      Proteína C‐reactiva 
 PDGF    Factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés platelet derived growth  
    factor 
 PEBP2β    Proteína de unión al potenciador del poliomavirus 2 beta, del inglés  
    polyomavirus enhancer binding protein 2 beta 
 PET      Tomografía por emisión de positrones, del inglés positron emission  
      tomography 
 PGE2    Prostaglandina E2 
 PI3K    Fosfatidilinositol 3‐quinasa 
 PIP2    Fosfatidil inositol difosfato 
 PKA    Proteína quinasa A 
 PKC    Proteína quinasa C 
 PLA2    Fosfolipasa A2 
 PMA    Acetato de forbol miristato  
 POMC    Proopiomelanocortina 
 PRR    Receptor de reconocimiento de patrón, del inglés pattern recognition receptor 
 PTH    Hormona paratiroidea, del inglés parathyroid hormone 
 PTHrP    Proteína relacionada con la hormona paratiroidea 
 RAMPs    Proteínas modificadoras de la actividad del receptor, del inglés receptor  
    activity‐modifying proteins 
 RANK    Receptor activador de NF‐kB 
 RANKL    Ligando de RANK 
 RANTES/  Regulador de la activación de células T normalmente expresadas y secretadas,  
CCL5    del inglés regulated on activation  normal T cell expressed and secreted 
 ROS    Especies reactivas de oxígeno, del inglés reactive oxygen species 
 Runx    Factor de transcripción relacionado con Runt 
 SF/FLS    Sinoviocito fibroblástico o del inglés fibroblast‐like synoviocyte 
 Sfrp    Proteínas secretadas relacionadas con Fzd 
Abreviaturas 
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 siRNAs    ARNs de interferencia pequeños 
 SM    Sinoviocito macrofágico 
 SNC    Sistema nerviosos central 
 SNS    Sistema nerviosos simpático 
 SPECT      Tomografía computarizada de emisión de fotones simples, del inglés single  
      photon emission computed tomography 
 sRAGE    Receptor soluble para compuestos de glicosilación avanzada 
 SRE  Elemento de respuesta a esterol, del inglés sterol response element 
 STAT    Transductor de señal y activador de la transcripción 
 SYSADOA  Fármacos de acción sintomática lenta para la OA, del inglés symptomatic slow  
    acting drugs for OA 
 TCF    Factor derivado de células T 
 TGFβ       Factor de crecimiento transformante beta, del inglés transforming growth  
      factor beta 
 Th    Células T colaboradoras, del inglés T helper 
 TIMP    Inhibidor tisular de metaloproteinasas 
 TLR    Receptor tipo Toll, del inglés Toll‐like receptor 
 TNFα    Factor de necrosis tumoral alfa, del inglés tumor necrosis factor alpha 
 TRAF    Factor activador de la transcripción 
 TRE    Elemento de respuesta al 12‐O‐Tetradecanoilforbol‐13‐acetato (TPA) 
 TRPV1    Receptor de potencial transitorio V1, del inglés transient receptor potential V1 
 TSE    Elemento regulador de la expresión dependiente de tejido, del inglés tissue  
    specifier element 
 TSP1    Motivos repetidos de trombospondina tipo 1 
 UCN    Urocortina 
 UDPGD    Uridina difosfoglucosa deshidrogenasa 
 uPA    Activador del plasminógeno tipo uroquinasa, del inglés urokinase‐type  
    plasminogen activator 
 uPAR    Receptor de uPA  
 VCAM‐1/  Molécula de adhesión vascular 1, del inglés vascular cell adhesion molecule 1 
CD106   
 VEGF    Factor de crecimiento del endotelio vascular, del inglés vascular endothelial  
    growth factor 
 VIP    Péptido intestinal vasoactivo, del inglés vasoactive intestinal peptide 
 Wif1    Factor inhibidor de Wnt 
 Wnt      Wingless e Int 
 YKL‐39    Glicoproteína 39 del cartílago 
Abreviaturas 
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1.2.  Diagnóstico y tratamiento de las enfermedades reumáticas 
La  etiopatogenia  de  las  enfermedades  reumáticas  es  complicada,  puesto  que 
son  multitud  de  factores,  tanto  propios  del  individuo  como  del  ambiente,  los  que 
participan  en  la  enfermedad  (Cañete  et  al.,  2008).  Aunque  en  ocasiones  es  difícil 
distinguir  unas  de  otras,  es  importante  diagnosticar  y  tratar  las  enfermedades 
reumáticas de manera temprana, puesto que de este modo se puede reducir el dolor y 
la  progresión  de  las  mismas.  El  diagnóstico  inicial  puede  realizarse  mediante 
exploración  física  de  los  signos  y  síntomas  que  manifiesta  el  paciente.  Este  primer 
diagnóstico  debe  ser  complementado  con  pruebas  de  laboratorio,  búsqueda  de 
marcadores bioquímicos y técnicas de imagen (EULAR, 2009; EULAR, 2015). 
  La mayoría de las enfermedades reumáticas no pueden ser totalmente curadas, 
pero  sí  existen  diferentes  tratamientos  que  pueden  paliar  el  dolor  y  controlar  los 
síntomas.  Entre  ellos  se  engloban  terapias  tanto  farmacológicas  como  no 
farmacológicas  incluyendo,  además  de  cambios  en  determinados  hábitos  de  vida  y 
terapias naturales. En casos graves, en ocasiones es necesario recurrir a la cirugía. Por 
otro  lado, el  tratamiento  farmacológico abarca distintos  tipos de medicamentos que 
en general se engloban en (EULAR, 2015):  
¾ DMARDs  (fármacos  antirreumáticos modificadores  de  la  enfermedad):  sirven 
para paliar los síntomas y la destrucción articular, frenando la progresión de la 
enfermedad. Normalmente se usan en combinación con otros fármacos. 
¾ Biológicos: combaten la progresión en enfermedades reumáticas inflamatorias, 
actuando  sobre  dianas  específicas  del  sistema  inmune.  Son  medicamentos 
modificados genéticamente originados a partir de organismos vivos. 
¾ Glucocorticoides:  controlan  los  síntomas  de  enfermedades  reumáticas 
inflamatorias. Son hormonas antiinflamatorias relacionadas con el cortisol con 
multitud de efectos secundarios, es por ello que suelen usarse en combinación 
y a bajas dosis. 
¾ AINEs  (antiinflamatorios  no  esteroideos):  controlan  los  síntomas  de  las 
enfermedades  reumáticas  reduciendo  el  dolor  y  la  inflamación  pero  no  la 
progresión.  
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al.,  2008;  Martel‐Pelletier  y  Pelletier,  2010).  La  OA  afecta  a  todas  las  estructuras 
articulares de manera asimétrica, de tal forma que la desalineación origina un reparto 
desigual  de  cargas,  generando  un  bucle  de  retroalimentación  positiva  en  el  daño 
articular (Felson, 2006). 
  La OA suele tener un curso lento y progresivo. Se manifiesta con dolor articular, 
limitación de los movimientos y crujidos, que pueden ir acompañados de inflamación y 
derrame  sinovial,  tumefacción,  deformidad,  mala  alineación,  inestabilidad  y  rigidez 
articulares  (Monfort,  2010).  El  principal  síntoma  es  el  dolor  crónico,  resultado  de 
diversos  procesos  y  cambios  en  la  articulación,  entre  los  que  se  incluye  un  proceso 
inflamatorio con sinovitis y alteraciones en el hueso subcondral  (esclerosis, aumento 
de la presión intraósea, microfracturas, proliferación perióstica y formación de quistes 
y  osteofitos),  distensión  de  la  cápsula  o  ligamentos,  alteración  de  los  meniscos, 
contracturas  y  atrofias  musculares.  Este  dolor  es  de  curso  lento  y  suele  ser  de 
intensidad  leve  o moderada  progresando  a medida  que  avanza  la  enfermedad,  con 
fases  de  empeoramiento  y  mejora,  agravándose  en  momentos  de  actividad  y 
mejorando  en  reposo  (Abramson  y  Attur,  2009;  Batlle‐Gualda  et  al.,  2002; Monfort, 
2010). En el dolor parecen no sólo  influir  los cambios morfológicos en  la articulación 
afectada,  sino  que  además  juegan  un  papel  importante  las  vías  y  mecanismos 
implicados en  su procesamiento,  así  como  factores psicosociales.  La  limitación de  la 
movilidad  se  debe  a  la  pérdida  del  arco  articular,  siendo  el  paciente  incapaz  de 
flexionar  y  extender  del  todo  la  articulación  afectada.  Lo  crujidos  se  originan  por  el 
roce entre dos superficies cartilaginosas rugosas, debido a la degradación del cartílago 
articular, y son uno de  los principales  indicativos de  la enfermedad, sobre todo en el 
caso de la gonartrosis. La tumefacción es consecuencia de la inflamación, que origina 
un engrosamiento de la membrana sinovial o sinovitis y derrame. En la gonartrosis, el 
derrame y engrosamiento sinovial se relacionan además con el dolor. La deformación 
y mala alineación articular son consecuencia de las alteraciones óseas por proliferación 
de los osteofitos, el engrosamiento de la cápsula articular y de los tejidos blandos, y la 
alteración  del  eje  articular,  así  como  la  degradación  del  cartílago,  hueso  y  tejidos 
circundantes en casos avanzados. La rigidez se manifiesta como dificultad para iniciar 
movimientos después del reposo. A diferencia de la artritis reumatoide (AR), en la OA 
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Se dice de la OA que es la enfermedad más antigua de mundo, presente ya en 
mamíferos desde hace millones de años e incluso en dinosaurios. La primera referencia 
histórica a  las enfermedades  reumáticas  remonta a  la Antigua Grecia con Hipócrates 
(460  a.C.),  quien  hace  una  distinción  entre  artropatías  agudas,  como  sería  la  fiebre 
reumática,  y  crónicas,  donde  se  incluirían  la  AR  y  la  OA.  Sin  embargo,  la  OA  no  se 
empezó a conocer hasta mediados del siglo XIX, siendo claramente diferenciada como 
tal  ya  en  el  siglo  XX,  determinándose  sus  características  anatómicas,  clínicas  y 
radiográficas.  Estudios  paleopatológicos  han  encontrado  signos  de  OA  en  restos 
animales anteriores incluso a la aparición del hombre. El primer caso que se conoce de 
OA data de hace 1.8 millones de años, en el pie de un Homo Habilis. También se han 
descrito casos en momias egipcias y en gran parte de la población de la antigua Roma y 
la Edad Media. En el arte hay varias representaciones con rasgos artrósicos en manos y 
rodillas,  como  se  han  hallado  en  figuras  de  la  civilización  india  precolombina 
mesoamericana o del período clásico en México. También encontramos otros ejemplos 
en  obras  de  pintores  ilustres  como  Diego  Velázquez,  Francisco  de  Goya  o  El  Greco 
(Batlle‐Gualda et al., 2002; Pelletier et al., 2001) (Figura 1). 
  La OA es la artropatía más frecuente y la principal causa de daño y disfunción 
entre  la población de mediana y edad anciana  (Bondeson  et  al.,  2010;  Loeser  et  al., 
2012),  siendo  la  enfermedad  más  prevalente  en  los  países  desarrollados.  Es 
complicado  determinar  con  exactitud  la  prevalencia  de  la  enfermedad  debido  a 
multitud  de  dificultades  a  la  hora  de  definir  la  OA  según  los  criterios  utilizados  en 
cuanto al método de diagnóstico,  sintomatología o  rango de edad. A pesar de estas 
dificultades, se sabe que la prevalencia aumenta con la edad, siendo rara en menores 
de  45  años.  Suele  ser  más  frecuente  en  mujeres,  aunque  depende  de  la  edad  y 
articulación afectada. Actualmente, más del 70% de las personas mayores de 50 años 
poseen  signos  radiológicos  de  OA  en  alguna  localización,  teniendo  una  distribución 
mundial más extendida que  la AR. Se estima que el 18% de  las mujeres y el 9.6% de 
hombres de 60 o más años padecen OA sintomática. En España, la OA afecta al 10% de 
la población general, siendo la principal causa de invalidez permanente (Batlle‐Gualda 
et al., 2002; Cañete et al., 2008; Monfort, 2010).   
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2.3.  Etiopatogenia y factores de riesgo 
  Existen  multitud  de  factores  de  riesgo  relacionados  con  la  aparición  y 
progresión  de  la  OA,  que  pueden  ser  tanto  sistémicos  como  locales.  Estos  factores 
podrían  actuar  sobre  un  cartílago  normal  en  el  que  cargas  biomecánicas  anómalas 
favorecerían la liberación de diversos mediadores causando un proceso inflamatorio e 
induciendo  la  destrucción  del  cartílago  articular;  o  bien,  cargas mecánicas  normales 
actuarían sobre un cartílago previamente alterado desencadenando un proceso similar 
(Monfort, 2010). Los condrocitos y las células sinoviales poseen receptores capaces de 
responder a estímulos mecánicos, muchos de los cuales son también receptores para 
componentes  de  la  matriz  extracelular  (MEC).  Tanto  el  daño  traumático  de  la 
articulación como la activación de estos receptores por estímulos mecánicos, dan lugar 
a  un  aumento  de  la  producción  de  proteinasas,  citocinas  y  quimiocinas 
proinflamatorias,  así  como  de  otros  mediadores  de  respuesta  al  estrés  (Goldring  y 
Goldring, 2007; Pulai et al., 2005), cuya activación exacerbada promueve los procesos 
inflamatorios y de degradación del tejido articular. 
  Entre  los  factores  sistémicos  relacionados  con  la  OA  el  principal  es  la  edad 
(Abramson y Attur, 2009). La debilidad muscular, los cambios en el peso corporal y en 
la  propiocepción  contribuyen  al  estrés  mecánico  de  la  articulación.  Con  la  edad  se 
producen cambios en  las propiedades del cartílago articular debido a alteraciones en 
los  componentes  de  la  matriz  extracelular,  principalmente  el  colágeno  y  los 
proteoglicanos, dando como consecuencia el reblandecimiento del cartílago, así como 
una  disminución  de  la  fuerza  de  resistencia  y  dureza  (Goldring  y  Goldring,  2007; 
Loeser,  2006).  Los  condrocitos  van  perdiendo  su  capacidad  para  mantener  la 
homeostasis  del  cartílago  articular.  Su  actividad  anabólica  disminuye  y,  en 
consecuencia, su capacidad para reparar y remodelar la MEC del cartílago (Abramson y 
Attur,  2009;  Aigner  et  al.,  2007;  Dudhia,  2005).  Debido  al  aumento  de  la  actividad 
oxidativa,  se  produce  una  acumulación  de  proteínas  de  la  MEC  del  cartílago  en  el 
retículo  endoplásmico  y  el  aparato  de  Golgi  de  los  condrocitos,  originando  una 
disminución de la síntesis de proteínas y un aumento de la apoptosis.  
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  Otro de los factores de riesgo es el sexo. Generalmente la OA tiene una mayor 
prevalencia  en  mujeres  que  en  hombres,  aunque  esta  varía  dependiendo  de  la 
localización y el grupo de edad (Cañete et al., 2008). De tal forma que partir de los 50 
años suele ser más frecuente en mujeres, principalmente la OA de rodilla, siendo la OA 
de  cadera  más  común  en  los  hombres.  Algunos  estudios  relacionan  esta  mayor 
prevalencia con los estrógenos, pero existe cierta controversia al respecto (Abramson y 
Attur, 2009). 
  Existe además un claro componente genético en  la OA cuya heredabilidad es 
de entre un 50% y un 65%, además de otros múltiples  factores que contribuyen a  la 
incidencia  y  severidad  de  la  enfermedad.  Entre  los  genes  candidatos  se  encuentran 
algunos relacionados con el desarrollo de la articulación. Polimorfismos o mutaciones 
en  genes  que  codifican proteínas  de  la MEC del  cartílago o moléculas  implicadas en 
vías  de  señalización  se  relacionan  con  el  desarrollo  de  OA  temprana.  Entre  ellos 
destacan  los  genes  que  codifican  para  diferentes  tipos  de  colágeno,  principalmente 
para el colágeno tipo II  (COL2A1), así como el de la proteína oligomérica de la matriz 
del cartílago (COMP) (Abramson y Attur, 2009; Goldring y Goldring, 2007; Valdes et al., 
2007).  Otros  genes  candidatos  son  los  que  codifican  factores  de  crecimiento 
relacionados  con  el  desarrollo  de  tejidos  articulares  o  los  relacionados  con  la  vía  de 
Wnt (Wingless e Int), así como genes asociados a mediadores proinflamatorios, como 
la proteína de unión al factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) o los genes de 
la interleucina‐1 (IL‐1) (Abramson y Attur, 2009; Sandell, 2012). Estudios de asociación 
de  genoma  completo  (GWAs)  han  demostrado  también  la  asociación  de  ciertos  loci 
con  el  desarrollo  de  la  OA,  entre  los  que  se  incluyen  el  los  locus  del  factor  de 
crecimiento  y diferenciación 5  (GDF5),  el  locus de  la  enzima yodotironina‐desyodasa 
tipo  2  (DIO2)  y  la  región  cromosómica  7q22,  relacionada  con  la  condrogénesis  y  el 
metabolismo del cartílago (Martel‐Pelletier et al., 2012). 
  También se ha descrito un componente  racial en  la OA, de  tal manera que  la 
distribución de las articulaciones afectadas varía según la raza. Asimismo, la OA es más 
frecuente en la población de raza blanca que en la de raza negra (Monfort, 2010).  
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  Entre  los  factores  locales,  la obesidad  es uno de  los principales directamente 
relacionados  con  la  OA  en  articulaciones  de  carga,  especialmente  en  la  rodilla 
(Monfort, 2010). El estrés mecánico que soporta la articulación como consecuencia del 
sobrepeso acelera el proceso de degradación del cartílago. Por otro lado, los adipocitos 
también están  implicados en  la regulación de  las células articulares. Además factores 
derivados  de  los  adipocitos,  como  la  IL‐6  o  la  proteína  C‐reactiva  (PCR)  tienen  un 
efecto procatabólico en los condrocitos, así como la implicación de adipocinas como la 
leptina (Abramson y Attur, 2009; McAlindon et al., 2012). Asimismo, un modo de vida 
activo y el ejercicio físico se asocian con una menor prevalencia de las enfermedades 
reumáticas (EULAR, 2015). 
  Ciertas  lesiones  y  malformaciones  son  otros  factores  locales  que  pueden 
también predisponer a la OA. Lesiones en el menisco o el ligamento, así como otro tipo 
de  traumatismos  y  fracturas  en  huesos  próximos  a  la  rodilla  que  den  lugar  a 
alteraciones o cambios en la articulación con un reparto asimétrico de cargas, pueden 
ocasionar alteraciones en el cartílago y hueso subcondral (Monfort, 2010). En muchos 
casos este tipo de lesiones va asociado a la edad. Alteraciones en el ligamento cruzado 
anterior  son  comunes  en  ancianos  con  OA.  Asimismo,  malformaciones  genu  varo 
(rodillas separadas o arqueadas) o genu valgo (rodillas  juntas o en X), que ocasionan 
alteraciones en la alineación, son un factor principal en el desarrollo de la OA, además 
de marcadores de severidad de la enfermedad (Abramson y Attur, 2009; Loeser et al., 
2012).   
  Entre otros factores de riesgo se incluyen factores ocupacionales, como ciertas 
profesiones o deportes de competición que requieren un sobreuso articular, como es 
el  caso  de  la  hiperflexión  frecuente  en  la  OA  de  rodilla  (Batlle‐Gualda  et  al.,  2002; 
EULAR, 2009; Monfort, 2010). Factores nutricionales, como la falta de vitaminas A, C o 
D, que actúan como agentes antioxidantes y reguladores de los procesos inflamatorios 
y de remodelación ósea, también se relacionan con  la OA (Batlle‐Gualda et al., 2002; 
Monfort, 2010). En cuanto al tabaco, aunque su implicación en la OA es controvertida 
y en general  se asocia más  con  la AR  (Adachi  et al.,  2013),  existe  también un  riesgo 
asociado a padecer OA (EULAR, 2009), afectando su principal componente, la nicotina, 
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a  los niveles de citocinas y proteasas, así como a diferentes componentes de  la MEC 
del  cartílago  (Lourido  et  al.,  2015).  Existe  además  cierta  asociación  con  otras 
patologías  como  son  la  diabetes  mellitus,  la  acromegalia,  el  hipotiroidismo,  el 
hiperparatiroidismo, la hemocromatosis, la ocronosis o la enfermedad por depósito de 
cristales (Batlle‐Gualda et al., 2002; EULAR, 2009; Monfort, 2010). 
 
2.4.  Clasificación 
Actualmente  la OA ha pasado a  ser  considerada como un grupo heterogéneo 
de  procesos  con  aspectos  comunes  y  diferenciales  de  pronóstico  variable,  más  que 
como una sola enfermedad en sí misma (Batlle‐Gualda et al., 2002). 
 
 
    
Tabla 1. CLASIFICACIÓN DE LA ARTROSIS 
CLASIFICACIÓN ETIOLÓGICA  CLASIFICACIÓN TOPOGRÁFICA 
Primaria (Idiopática) 
Principales articulaciones afectadas en artrosis 
primaria 
• Localizada: una sola articulación  
• Generalizada: 
o Oligoarticular: de dos a cuatro 
articulaciones 
o Poliarticular: más de cuatro 
articulaciones 
• Columna 
• Mano  
• Cadera 
• Rodilla 
• Pie  
Secundaria 
Principales articulaciones afectadas en artrosis 
secundaria 
• Enfermedades metabólicas 
• Enfermedades endocrinas 
• Artropatías microcristalinas 
• Enfermedades articulares inflamatorias   e 
infecciosas 
• Neuroartropatías 
• Hiperostosis anquilosante 
• Hiperlaxitud articular 
• Enfermedades óseas 
• Traumatismos y fracturas articulares 
• Disfunción articular interna  
• Sobreuso articular 
• Osteocondrosis 
• Condrolisis 
• Hombro 
• Codo y muñeca 
• Rodilla  
• Tobillo y pie 
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  La OA pude clasificarse según la articulación afectada, clasificación topográfica, 
o según su etiología, distinguiéndose entre OA primaria y secundaria. Se define como 
OA primaria o  idiopática  aquella que posee  las características clínicas,  radiológicas y 
patológicas  propias  de  la  enfermedad,  sin  ser  consecuencia  de  otra  patología 
subyacente. Por otra parte, la OA secundaria es aquella que se origina a partir de otra 
enfermedad, traumatismo, disfunción o sobreuso articular (Batlle‐Gualda et al., 2002; 
Cañete et al., 2008; Monfort, 2010) (Tabla 1). 
2.4.1. La gonartrosis 
  En  la  presente  tesis  nos  centramos  específicamente  en  la  OA  de  rodilla  o 
gonartrosis. La rodilla es una articulación sinovial compleja. La artropatía de rodilla es 
la  forma  de  OA  más  frecuente,  pudiendo  originarse  tanto  en  OA  primarias  como 
secundarias y afectando a una parte de la articulación o a su totalidad, siendo bilateral 
en  el  75%  de  los  casos.  Es  la  causa  más  frecuente  de  gonalgia  y  reducción  de  la 
movilidad a partir de los 50 años, aumentando su prevalencia con la edad y siendo más 
frecuente  en  mujeres.  En  pacientes  más  jóvenes  la  frecuencia  aumenta  en  los 
hombres,  originándose  generalmente  como una OA  secundaria  (Batlle‐Gualda  et  al., 
2002; Felson, 2006). En Europa su prevalencia entre los 70 y 79 años es del 30‐43% en 
mujeres y del 15‐25% en hombres. Se estima que en España el 29% de la población de 
más de 60 años presenta OA  sintomática de  rodilla  (Monfort,  2010).  La obesidad, el 
trabajo, un traumatismo o una cirugía previa de rodilla son los factores de riesgo más 
comunes  (Felson,  2006).  La  sintomatología  se  inicia  con  dolor  y  rigidez  articular, 
seguida de crepitación, alteración en la flexión y limitación de la movilidad, pudiendo 
originarse engrosamiento y deformidad articular. Suele tener un curso lento con fases 
de  exacerbación,  pudiendo  causar  inflamación,  derrame  sinovial,  periarteritis, 
formación de cristales de pirofosfato, osteonecrosis, rotura meniscal y otras fracturas 
(Batlle‐Gualda et al., 2002; Monfort, 2010). 
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2.5.  Diagnóstico 
2.5.1.  Exploración clínica 
Aunque, en general, la clínica de la OA puede ser muy variada, los síntomas de 
dolor,  rigidez,  tumefacción,  limitación  funcional  y/o  deformidad  articular  apuntan 
hacia una posible OA. En el caso de la gonartrosis, en primer lugar debe realizarse una 
exploración  clínica  de  la  articulación  donde  se  valorará  la  alineación  y  movilidad 
articular,  tumefacción,  temperatura  y  presencia  de  focos  dolorosos,  así  como  la 
musculatura  periarticular  y  la  existencia  de  derrame  articular.  Posteriormente  debe 
analizarse  el  líquido  sinovial  mediante  una  artrocentesis,  examinando  su  aspecto  y 
realizando un recuento linfocitario (Felson, 2006; Monfort, 2010). 
2.5.2. Técnicas de imagen 
En la OA no existen parámetros analíticos propios que permitan diagnosticar la 
enfermedad,  es  por  ello  que  las  técnicas  de  imagen  son  las  técnicas  por  excelencia 
para su diagnóstico y seguimiento (Monfort, 2010). Entre estas técnicas se incluyen: 
¾ La  radiología  simple  o  convencional:  es  la  técnica  de  referencia  que  se  ha 
venido  usando para  la  confirmación  del  diagnóstico  de  la OA,  permitiendo  la 
detección  de  lesiones  óseas  (osteofitos,  esclerosis  y  quistes  subcondrales), 
pinzamiento  del  espacio  articular  y  degradación  del  cartílago  de  manera 
indirecta, mediante la evaluación del espacio articular. Es el método de imagen 
más  sencillo  y  barato,  sin  embargo  no  es  una  técnica  muy  precisa  para  la 
detección  de  los  cambios  progresivos  en  la  articulación,  así  como  tampoco 
permite  valorar  de  manera  directa  el  cartílago  ni  visualizar  otras  lesiones 
características de la OA (lesiones en menisco y médula ósea, sinovitis…).  
¾ La  imagen  por  resonancia  magnética  (IRM):  es  la  mejor  alternativa  para  el 
estudio  no  invasivo  del  cartílago.  Es  más  sensible  que  la  radiología  para  la 
detección  de  la  degradación  del  cartílago  y  hueso,  permitiendo  localizar 
alteraciones en el resto de tejidos articulares (ligamentos, meniscos, sinovial y 
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tendones), así como para valorar la presencia de sinovitis (Blanco et al., 2007; 
Monfort, 2010). Una herramienta prometedora es el uso de MRI cuantitativa, 
que no sólo permite detectar, sino también valorar los cambios ocurridos en los 
tejidos articulares en el grosor y volumen (Lotz et al., 2013).  
¾ La  tomografía  computarizada:  ofrece  información  de  estructuras 
tridimensionales  y  tejidos  blandos,  con  gran  precisión  y  sin  necesidad  de 
contraste. No suele utilizarse en el diagnóstico de OA de rodilla, pero sí como 
ayuda en el preoperatorio y control postoperatorio de las prótesis, además de 
detectar  alteraciones  como  derrames,  lesiones  en  meniscos  y  ligamentos,  o 
cuerpos libres intrarticulares.  
¾ La ecografía:  es una  técnica económica que permite observar alteraciones en 
las  diferentes  estructuras  articulares  (degradación  de  cartílago  y  hueso, 
presencia  de  derrame,  hipertrofia  sinovial)  sin  necesidad  de  radiación  ni 
agentes  de  contraste.  La  gran  ventaja  de  esta  técnica  frente  a  la  resonancia 
magnética  es  su  gran  capacidad  de  detección  de  la  sinovitis.  Las  desventajas 
que  presenta  incluyen  tanto  la  dependencia  del  especialista,  como  las 
limitaciones  en  el  análisis  de  estructuras  intraarticulares  profundas,  hueso 
subcondral, lesiones de edema y médula ósea.  
¾ La  gammagrafía  ósea:  se  utiliza  principalmente  en  el  diagnóstico  de  OA  de 
mano y rodilla, para el análisis de las alteraciones óseas.  Aunque es una técnica 
muy sensible pero poco específica, sirve para el diagnóstico diferencial de la OA 
con respecto a otras alteraciones.  
¾ Las  técnicas  de  tomografía  por  emisión  de  positrones  (PET)  y  tomografía 
computarizada  de  emisión  de  fotones  simples  (SPECT):  son  útiles  en  la 
detección  de  inflamación  y  de  regiones  artrósicas  y  OA  precoz, 
respectivamente, aunque no  suelen utilizarse para el diagnóstico de  la OA de 
manera rutinaria.  
¾ La artroscopia: es una técnica invasiva utilizada en el análisis de las estructuras 
articulares in vivo, especialmente importante en la OA de rodilla. Está indicada 
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cuando el resto de pruebas diagnósticas no son concluyentes o ante la falta de 
respuesta al tratamiento. Permite realizar una valoración precisa del cartílago y 
la membrana sinovial (Monfort, 2010). 
2.5.3. Biomarcadores 
   
Los cambios clínicos y radiológicos que se evalúan para el diagnóstico de la OA, 
suelen ocurrir en estadios más avanzados de la enfermedad. Por tanto, es importante 
la  búsqueda  y  estudio  de  biomarcadores  que  permitan  pronosticar  y  diagnosticar  la 
Tabla 2. BIOMARCADORES CANDIDATOS EN ARTROSIS 
Biomarcadores relacionados con el metabolismo del colágeno 
• C‐ y N‐telopéptidos de colágenos tipo I y II: CTX‐II, α‐CTX‐II, CTX‐I, α‐CTX‐I, NTX‐I 
• Propéptidos de colágenos tipo I y II: PIINP, PIIANP, PIIBNP, PIICP,CPII, PINP 
• Neoepítopos de colágenos tipo I y II: C2C, C2M, C1C2 
• Piridinolina 
Biomarcadores relacionados con el metabolismo del agrecano 
• Fragmentos del core proteico: neoepítopos de agrecano, fragmentos ARGSV y NITEGE 
• Epítopos de glicosaminoglicanos: condroitín sulfato, queratán sulfato 
Biomarcadores relacionados con otras proteínas no colágenas 
• COMP (proteína oligomérica de la matriz del cartílago) 
• Fibulina 
• Folistatina  
• Ácido hialurónico 
• MMPs (metaloprotinasas de matriz): MMP‐1, MMP‐3, MMP‐9, MMP‐13 
• TIMPs (inhibidores tisulares de metaloproteinasas) 
• YKL‐39 (glicoproteína 39 del cartílago) 
• sRAGE (receptor soluble para compuestos de glicosilación avanzada) 
Biomarcadores relacionados con otros procesos 
• Biomarcadores de inflamación: IL‐1β, IL‐6, MCP‐1 (proteína quimiotáctica de monocitos 1 o CCL2), 
COX‐2 (ciclooxigenasa 2), PCR (proteína C‐reactiva) 
• Factores indicativos de fibrosis 
• Proteínas del complemento 
• Adipocinas: adiponectina, leptina, visfatina 
• Receptor soluble de leptina (sOB‐Rb) 
• Interacciones celulares en hueso: periostina 
• Inhibidores de Wnt: Dkk 
• Ácido úrico 
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enfermedad  de  manera  temprana  (Monfort,  2010),  además  de  ser  potenciales 
marcadores  de  seguimiento  tras  la  aplicación  de  un  tratamiento  o  intervención 
quirúrgica  (Cuellar  et  al.,  2015).  Los  biomarcadores  pueden  clasificarse  según  su 
función como: pronóstico, diagnóstico, de severidad de la enfermedad o de eficacia del 
tratamiento  (Lotz  et  al.,  2013).  Análisis  rutinarios  de  velocidad  de  sedimentación  o 
detección de la PCR, pueden ser indicativos del proceso inflamatorio, sin embargo no 
son  parámetros  exclusivos  de  la  OA  (Monfort,  2010).  Los  biomarcadores  en OA  son 
generalmente moléculas o fragmentos moleculares liberados desde el cartílago, hueso 
o membrana sinovial, propios de uno de los tejidos o común a  los tres, cuyos niveles 
suelen detectarse en líquido sinovial, suero u orina. Puede tratarse tanto de moléculas 
efectoras, como ser el resultado del daño o ambas, como en el caso de los fragmentos 
liberados de la MEC (Blanco et al., 2007; Hsueh et al., 2014; Lotz et al., 2013) (Tabla 2, 
adaptada de Lotz et al., 2013). 
Entre  los  biomarcadores  candidatos,  cabe  destacar  el  colágeno  tipo  II  como 
indicador de destrucción del cartílago. Dicha destrucción es irreversible y está mediada 
por colagenasas como ciertas metaloproteinasas de matriz (MMPs) y cisteín proteasas. 
Se pueden detectar  tanto  fragmentos derivados de  la degradación, más elevados en 
pacientes con OA y AR, como de síntesis, disminuidos en dichos pacientes. Junto con el 
colágeno  II,  el  agrecano  es  una  de  las  proteínas  más  abundantes  en  la  MEC  del 
cartílago,  siendo  también un  importante posible biomarcador.  Fragmentos derivados 
de su degradación por determinadas agrecanasas, MMPs y catepsinas, son potenciales 
biomarcadores    para  el  diagnóstico  de  la  OA  (Monfort,  2010).  La  detección  de 
glicosaminoglicanos  (GAGs),  procedentes  de  la  degradación  de  la  molécula  de 
agrecano pueden servir  también como potenciales biomarcadores de  la enfermedad. 
Otra importante componente no colágeno del cartílago es COMP, que interviene en el 
mantenimiento de  la  integridad de  la MEC. Fragmentos derivados de su degradación 
por parte de proteinasas como ciertas desintegrinas y metaloproteinasas con motivos 
trombospondina  (ADAMTS), como  las ADAMTS‐7 y  ‐12, son útiles en el diagnóstico y 
seguimiento de  la OA y AR  (Krabben  et al., 2015;  Liu  et al., 2006a;  Liu  et al., 2006b; 
Monfort, 2010). Además niveles elevados de COMP se  relacionan con  la  sinovitis,  ya 
que en su síntesis están  implicadas  las células sinoviales activadas (Clark et al., 1999; 
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Lohmander et al., 1994; Monfort, 2010; Petersson et al., 1998). Existen también otras 
proteínas  no  colágenas  que  contribuyen  en  rutas  de  degradación  de  la  articulación, 
pudiendo ser también potenciales biomarcadores. Otras moléculas que intervienen en 
la  fisiopatología  de  la  OA  y  que  podrían  usarse  como  biomarcadores  son  ciertas 
citocinas,  quimiocinas,  proteasas,  inhibidores  enzimáticos,  factores  de  crecimiento  u 
otros  mediadores  inflamatorios  importantes  en  los  procesos  de  degradación  e 
inflamación de la enfermedad (Lotz et al., 2013; Monfort, 2010). 
A pesar de su potencial uso como posibles dianas terapéuticas y su importante 
papel como marcadores en la OA, ninguno de los biomarcadores candidatos tiene un 
verdadero  uso  clínico  debido,  entre  otras  cosas,  a  que  no  son  exclusivos  de  esta 
patología.  Es  por  ello  que  en  la  actualidad  la  combinación  de  la  exploración  clínica, 
junto  con  las  técnicas  de  imagen,  es  la  elección  por  excelencia  en  el  diagnóstico  y 
seguimiento de la enfermedad. 
 
2.6. Tratamiento  
El primer fármaco usado para la OA fue el ácido acetil salicílico o aspirina, en el 
siglo  XIX.  A mediados  del  siglo  XX  se  usaron  también medicamentos  yodoazufrados 
principalmente  por  vía  parenteral  e  infiltraciones  periarticulares  de  novocaína  o 
aceites  yodados,  además  de  la  corrección  de  hábitos  perjudiciales  y  terapias  físicas 
como  la  aplicación  de  calor  local.  Posteriormente,  a  partir  de  los  años  50,  los 
medicamentos más usados han sido los analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos, 
así  como  tratamientos  fisioterapéuticos  hasta  llegar  a  la  cirugía  ortopédica  (Batlle‐
Gualda et al., 2002).  
El  tratamiento de  la OA pretende principalmente  aliviar  el  dolor,  disminuir  la 
inflamación  y  frenar  el  daño  articular,  así  como mejorar  la  capacidad  funcional  y  la 
calidad de  vida del  paciente.  Este  tratamiento no  sólo ha de  ser  farmacológico,  sino 
que  existen  distintas  terapias  biológicas,  actualmente  en  estudio,  así  como  ciertos 
hábitos  de  vida  susceptibles  de  ser  modificados  para  mejorar  la  sintomatología  del 
paciente (Cañete et al., 2008; Mobasheri, 2013; Monfort, 2010) (Tabla 3).  
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Tabla 3. POTENCIALES TRATAMIENTOS EN ARTROSIS 
FARMACOLÓGICOS Y BIOLÓGICOS  NO FARMACOLÓGICOS 
Analgésicos 
Acetaminofén (Paracetamol) 
Terapias naturales 
Magnetoterapia 
Electroterapia 
Termoterapia  
Hidroterapia 
Fitoterapia 
Acupuntura 
Quiropráctica 
Opioides  
• Tramadol 
• Morfina 
• Fentanilo 
Capsaicina 
Otros fármacos en estudio 
• Inhibidores de NGF 
• Antagonistas de iGluRs 
• Agonistas de TRP 
AINEs 
Salicilatos 
• Aspirina 
• Salsalato 
AINEs tradicionales 
• Ibuprofeno 
• Naproxeno  
Inhibidores selectivos COX‐2 (Coxibs) 
• Celecoxib 
• Etoricoxib 
SYSADOA 
Condroitín sulfato 
Sulfato de glucosamina 
Ácido hialurónico 
Diacereína 
Cambio de hábitos 
Alimentación 
Ejercicio 
Hábito tabáquico 
Ocupación laboral 
DMOADs 
Condroitín sulfato 
Sulfato de glucosamina 
Diacereína 
Doxiciclina 
Bloqueantes específicos de citocinas  
• Anti‐IL1: Anakinra (IL1Ra) 
• Anti‐TNF: Adalimumab, Infliximab 
Otros  
Infiltraciones intraarticulares 
• Corticoides 
• Ácido hialurónico  
Terapia génica y celular 
Otros 
Artrocentesis 
Cirugía 
Biomateriales 
   
  En  la  actualidad,  la mayoría de  terapias disponibles para  la OA  se  centran en 
aliviar  la  sintomatología,  pero  pocas  son  capaces  de  frenar  la  progresión  de  la 
enfermedad,  es  por  ello  importante  la  búsqueda  de  nuevas  dianas  terapéuticas 
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dirigidas hacia el desarrollo de nuevos fármacos para el tratamiento de la OA (Martel‐
Pelletier et al., 2012). 
Respecto a  las terapias farmacológicas, en primer lugar se utilizan analgésicos 
tradicionales  como  el  paracetamol,  indicados  principalmente  en  los  casos  de  dolor 
leve o moderado, que actúan sobre diferentes mecanismos de nocicepción, aunque un 
uso abusivo ha demostrado  ser potencialmente  tóxico  (Martel‐Pelletier  et al.,  2012). 
En casos de dolor severo o en  individuos no respondedores a otros tratamientos,  los 
fármacos  opioides  suelen  ser  más  indicados,  aunque  poseen  mayores  efectos 
secundarios.  Otro  fármaco  analgésico  es  la  capsaicina,  sustancia  natural  y  principal 
compuesto  de  los  capsaicinoides  (guindillas),  que  posee  una  gran  eficacia  para  el 
tratamiento del dolor y  la mejora de la funcionalidad en la gonartrosis, normalmente 
usada  en  combinación  con  otro  analgésico  debido  a  su  efecto  de  corta  duración 
(Felson,  2006;  Monfort,  2010).  Existen  también  otros  fármacos  en  estudio 
potencialmente analgésicos relacionados con el bloqueo de mediadores implicados en 
nocicepción entre  los que  se  incluyen  inhibidores del  factor de  crecimiento nervioso 
(FCN), antagonistas de receptores  ionotrópicos de glutamato (iGluRs) o agonistas del 
receptor  de  potencial  transitorio  V1  (TRPV1)  (Martel‐Pelletier  et  al.,  2012).  Por  otro 
lado,  los  AINEs  se  utilizan  para  el  tratamiento  del  dolor  y  la  inflamación.  Se 
descubrieron en el  siglo XIX y  su uso ha  ido  incrementándose a partir de  la  segunda 
mitad del siglo XX. Son un grupo de fármacos con una serie de características comunes 
que  actúan  mediante  la  inhibición  de  la  síntesis  de  prostaglandinas,  a  nivel  de  las 
ciclooxigenasas  (COX),  enzimas  elevadas  en  procesos  inflamatorios  (Monfort,  2010). 
Pueden  ser  aplicados  por  vía  tópica  u  oral.  En  el  caso  de  OA  de  rodilla,  se  suelen 
administrar  cuando  existe  evidencia  de  inflamación  (derrame  articular  y/o  sinovitis) 
(Mazieres  et  al.,  2001)  y,  debido  a  sus  efectos  adversos,  no  son  recomendables  en 
pacientes con riesgo gatrointestinal y cardiovascular (Monfort, 2010). Los fármacos de 
acción  sintomática  lenta  para  la  OA  (SYSADOA)  se  caracterizan  por  su  efecto  carry 
over, es decir que aunque su efecto analgésico es más retardado, poseen una duración 
más  prolongada  tras  su  retirada  (hasta  6  meses),  además  de  mejorar  la  estructura 
articular y poseer muy baja toxicidad (Felson, 2006; Hochberg, 2010; Monfort, 2010). 
Entre ellos se incluyen GAGs con propiedades anabólicas, capaces de inducir la síntesis 
Introducción 
  
29 
 
de proteoglicanos y colágeno, y anti‐catabólicas, ya que inhiben ciertas agrecanasas y 
colagenasas  (Monfort  et  al.,  2005).  Existen otros  fármacos en estudio  prometedores 
para  el  tratamiento  de  la  progresión  de  la  enfermedad,  denominados  fármacos 
modificadores de la OA (DMOADs). Estos fármacos actúan principalmente mediante la 
inhibición  de  proteasas  como MMPs  y  ADAMTS,  citocinas  proinflamatorias  como  la 
IL1β,  óxido  nítrico  (NO)  y  vías  del  ácido  araquidónico  (Martel‐Pelletier  et  al.,  2012; 
Mobasheri, 2013; Monfort, 2010),  aunque  también  se están estudiando otras dianas 
terapéuticas  incluyendo  los receptores  tipo Toll  (TLRs)  (Gomez et al., 2015). Por otro 
lado, otras terapias utilizan la administración intrarticular de fármacos, lo que permite 
que ejerzan una acción más dirigida a nivel local disminuyendo los efectos secundarios 
a  nivel  sistémico.  Estos  fármacos  están  indicados  para  el  tratamiento  del  dolor  y  la 
inflamación (Felson, 2006; Monfort, 2010) y suelen usarse para el tratamiento de OA 
de rodilla o cadera, en los casos en que no exista respuesta o haya intolerancia a otras 
terapias  convencionales  (Monfort,  2010;  Zhang  et  al.,  2008).  En  casos  de  OA  con 
abundante  exudado  inflamatorio,  la  artrocentesis  puede  también  aliviar  la 
sintomatología del paciente, mediante  la extracción de  líquido  sinovial  (Bondeson  et 
al.,  2010).  En  casos  graves  de  OA  en  que  los  otros  tipos  de  terapias  no  han  sido 
eficaces,  se  pude  recurrir  al  tratamiento  quirúrgico,  pudiendo  ser  necesaria  la 
implantación  de  prótesis.  Por  último,  tratamientos  con anticuerpos monoclonales  o 
proteínas recombinantes, la terapia génica y celular, así como el uso de biomateriales 
están  siendo  también  estudiados  como  posible  medida  para  permitir  restaurar  el 
balance  entre  procesos  anabólicos  y  catabólicos  en  la  articulación,  mediante  el 
bloqueo o inducción de determinadas citocinas y otros mecanismos (Fahy et al., 2015; 
Kapoor et al., 2011).  
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3.1.1. Membrana sinovial 
    La  articulación  sinovial  posee  una  cápsula  que  limita  la  cavidad  articular,  con 
una  capa  externa  fibrosa  y  una  interna  sinovial.  La  membrana  sinovial  es  una 
membrana vascularizada e inervada. Está formada por una lámina epitelial superficial 
delgada  y  avascular  denominada  íntima  (lining)  y  una  capa  adyacente más  gruesa  y 
vascularizada denominada subíntima (sublining)  (Batlle‐Gualda et al., 2002; Blanco et 
al., 2007). La lámina íntima es la capa superficial en contacto con la cavidad articular y 
la  encargada  de  producir  el  líquido  sinovial.  Se  trata  de  una  capa  fibrilar  fina  cuyas 
principales células residentes son los sinoviocitos macrofágicos (SM) o de tipo A y los 
sinoviocitos fibroblásticos (SF o FLS) o de tipo B. Estas células sinoviales recubren  la 
cara  interna  de  la  articulación  diartrodial.  La  capa  íntima  posee  una  serie  de 
prolongaciones  denominadas  vellosidades  sinoviales  y  su  matriz  extracelular  está 
compuesta  principalmente  por  fibras  de  colágeno  tipo  III,  IV,  V  y  VI,  además  de 
laminina,  fibronectina,  condroitín  y  gran  cantidad  de  ácido  hialurónico.  Carece  de 
membrana  basal,  uniones  fuertes  o  desmosomas,  teniendo  una  organización 
permeable  que  permite  la  difusión  de  nutrientes  al  líquido  sinovial.  Subyacente  a  la 
íntima existe  una  red de  capilares,  encargados de mediar  la  transferencia  de  agua  y 
solutos  al  líquido  sinovial.  A  continuación  se  encuentra  la  subíntima,  que  contiene 
venas  y  arteriolas  de mayor  tamaño  además  de  vasos  linfáticos.  Está  formada  por 
tejido  conjuntivo,  fibras  elásticas  de  colágeno  tipo  I  y  III,  fibronectina,  reticulina,  y 
tejido adiposo. Esta capa posee un menor número de células, entre las que se incluyen 
principalmente  SF,  con  escaso  número  de  macrófagos,  linfocitos  T  y  B,  células 
plasmáticas, células dendríticas (CDs), mastocitos y adipocitos. La mayor inervación, de 
la que forma parte el sistema nervioso simpático, aparece alrededor de la vasculatura 
y  se  extiende  hasta  la  íntima  (Bartok  y  Firestein,  2010;  Batlle‐Gualda  et  al.,  2002; 
Blanco  et  al.,  2007;  Smith,  2011;  Sutton  et  al.,  2009).  Aunque  juega  un  papel 
importante  en  diversas  enfermedades  inflamatorias  articulares,  en  condiciones 
normales la membrana sinovial posee escasos vasos sanguíneos y un bajo número de 
células  (Smith,  2011).  La  membrana  sinovial  permite  el  movimiento  articular 
manteniendo una superficie no adherente, para lo que tiene gran importancia el ácido 
hialurónico.  Regula  además  la  presión  y  la  temperatura, modula  la  composición  y  el 
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volumen  del  líquido  sinovial  y  tiene  una  gran  actividad  de  síntesis  e  intercambio  de 
nutrientes.  Posee  además  un  papel  importante  en  la  respuesta  inmunitaria  de  la 
articulación  y  es  también  la  encargada  de  fabricar  el  líquido  sinovial  o  sinovia  que 
nutre y  lubrica el cartílago, a  lo que contribuyen los SF (Monfort, 2010; Sutton et al., 
2009).  Dicho  líquido  sinovial  es  transparente  y  viscoso,  formado  por  infiltrado  del 
plasma  y  rico  en mucina  y  ácido  hialurónico,  además  de  otros  componentes  como 
colágeno y  fibronectina.  Su  composición  celular  incluye  linfocitos, monocitos,  células 
polimorfonucleares, y células sinoviales (Batlle‐Gualda et al., 2002).  
3.1.2. Cartílago articular 
El  cartílago  hialino  o  articular  se  encuentra  presente  en  las  articulaciones 
sinoviales. Se trata de un tejido conectivo avascular, aneural y alinfático formado por 
una MEC, la cual confiere las propiedades físicas al cartílago, y unas células residentes, 
los  condrocitos, quienes  se encargan de  la  síntesis  y el mantenimiento de  la misma. 
Dicha MEC está  formada por una  fracción  líquida, compuesta por agua, y otra sólida 
constituida por una  serie de macromoléculas  sintetizadas por  los  condrocitos, de  las 
que dependen las propiedades biomecánicas del cartílago (Figura 3). El colágeno  tipo 
II es uno de  los principales componentes de  la MEC del cartílago, existiendo también 
otros tipos de colágeno en menor proporción (VI, IX, XI, XII y XIV). El colágeno tipo II es 
liberado  por  los  condrocitos  como  procolágeno  sobre  el  que  actúan  enzimas 
proteolíticas, dando lugar a las fibras de colágeno que confieren la fuerza de tensión al 
cartílago. Otros  de  los  componentes mayoritarios  en  la MEC  son  los  proteoglicanos, 
siendo   el agrecano  el principal proteoglicano presente en el  cartílago articular.  Está 
constituido  por  un  núcleo  proteico  central  unido  covalentemente  a  unas  cadenas 
laterales de GAGs, queratán sulfato (KS) y condroitín sulfato (CS). La proteína central 
está  constituida  a  su  vez  por  tres  dominios  globulares  (G1,  G2  y  G3),  un  dominio 
intraglobular  (IGD) entre G1 y G2,  y unos dominios  lineales. El agrecano es capaz de 
retener  gran  cantidad agua  gracias  a  la  carga negativa de  los GAGs,  proporcionando 
elasticidad  y  resistencia  al  cartílago.  El ácido  hialurónico  es  otro GAG  encargado  de 
ensamblar diversos proteoglicanos mediante proteínas de unión y el dominio de unión 
al  ácido  hilaurónico  en  la  región  G1.  De  esta  manera  se  forman  agregados  de 
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agrecanos  que  se  intercalan  entre  las  fibras  de  colágeno.  Existe  además  de  un  bajo 
porcentaje de proteínas no colágenas ni proteoglicanos entre  las que caben destacar 
COMP, glicoproteína pentamérica implicada en reparación tisular, crecimiento celular 
y mantenimiento de la MEC, y fibronectina, glicoproteína dimérica importante para el 
mantenimiento de la estructura gracias a  la  interacción con otros componentes de la 
MEC,  además  de  otras  proteínas  no  colágenas  como  fibromodulina,  matrilinas, 
decorina, ancorina o biglican.  
 
Gracias  a  sus  propiedades  mecánicas,  el  cartílago  permite  el  deslizamiento 
entre  las  superficies  articulares,  evitando  el  rozamiento  y  abrasión  entre  ellas  y 
repartiendo  la  presión  por  toda  su  superficie,  a  la  vez  que,  gracias  a  su  elasticidad, 
sirve de elemento amortiguador. En el cartílago articular se pueden diferenciar cuatro 
zonas:  la  zona  superficial  o  tangencial,  la  zona  transitoria  u  oblicua,  la  zona  radial 
profunda  y  la  zona  de  cartílago  calcificado,  separado  del  resto  por  una  barrera 
denominada frente de calcificación o tide mark  (Batlle‐Gualda et al., 2002; Blanco et 
al., 2007; Goldring y Marcu, 2009; Huang y Wu, 2008; Monfort, 2010) (Figura 6).   
Figura 3. Representación esquemática de la MEC del cartílago. 
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  La  OA  es  una  enfermedad  que  afecta  a  toda  la  articulación  en  su  conjunto, 
incluyendo  cartílago,  hueso  subcondral,  membrana  sinovial,  meniscos,  ligamentos  y 
músculos  periarticulares  (Loeser  et  al.,  2012;  Martel‐Pelletier  y  Pelletier,  2010; 
Pelletier et al., 2001). Como ya se ha explicado anteriormente, durante el curso de la 
enfermedad  se  produce  una  pérdida  del  cartílago  articular,  además  de  una 
remodelación ósea e  inflamación sinovial. A continuación se detallan  las alteraciones 
que tienen lugar en cada uno de los tejidos articulares (Figura 4).  
 
3.2.1. Membrana sinovial 
En la actualidad parece claramente establecido que durante la OA se origina un 
proceso  inflamatorio,  de mayor  o menor  grado,  que  influye  en  la  patogénesis  de  la 
enfermedad,  con  los  síntomas  característicos  de  tumefacción,  dolor,  rigidez, 
enrojecimiento, y/o derrame  (Monfort, 2010). Esta  inflamación sinovial, denominada 
sinovitis,  se observa en más del 50% de  los pacientes artrósicos y  se caracteriza por 
una hipertrofia e hiperplasia  sinovial,  con aumento de  la proliferación de SF y SM  e 
hiperplasia  de  la  capa  íntima,  angiogénesis  e  infiltrado  inflamatorio  de  células 
mononucleares  en  la  subíntima,  atraídas  por  quimiocinas  liberadas  por  los  SM  y  SF 
activados. Entre estas células se encuentran principalmente macrófagos y  linfocitos T 
y, en menor medida,  linfocitos B, células plasmáticas, CDs, células natural killer  (NK), 
polimorfonucleares y mastocitos, además de la presencia de focos linfocitarios (Benito 
et  al.,  2005;  Blanco  et  al.,  2007; Haseeb  y Haqqi,  2013; Monfort,  2010;  Rollin  et  al., 
2008; Scanzello y Goldring, 2012; Sokolove y Lepus, 2013). Aunque esta sinovitis suele 
ser  localizada  y  puede  ser  incluso  asintomática  (Attur  et  al.,  2010),  la  activación 
sinovial  origina  la  liberación  de  citocinas,  proteasas,  factores  de  crecimiento  y  otros 
mediadores  inflamatorios procedentes de las células residentes, principalmente SM y 
SF,  que  aceleran  la  progresión  de  la  enfermedad  y  se  observan  aumentados  en  el 
líquido  sinovial  de  pacientes  artrósicos  (Loeser  et  al.,  2012).  Como  consecuencia  de 
esta  inflamación  sinovial  se  ha  descrito  también  la  presencia  de  un  tejido  similar  al 
pannus  (pannus‐like)  característico  de  la  AR.  Este  pannus‐like  suele  aparecer  en 
estadíos avanzados de la OA sobre la superficie del cartílago articular y contribuye a la 
destrucción  del  mismo  (Shibakawa  et  al.,  2003;  Yuan  et  al.,  2004).  Junto  con  la 
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(Funck‐Brentano  y  Cohen‐Solal,  2011;  Martel‐Pelletier  y  Pelletier,  2010).  La 
remodelación  ósea  que  tiene  lugar  durante  la  OA  surge  como  resultado  de  daños 
localizados  a  consecuencia  de  una  distribución  anormal  de  cargas  o  de  cargas 
repetitivas. Este hecho origina una erosión del hueso subcondral, pudiendo aparecer 
también  lesiones  en  la  médula  ósea  (Loeser  et  al.,  2012),  como  resultado  de  un 
proceso  inflamatorio,  edema,  contusión  y/o  necrosis  (Martel‐Pelletier  y  Pelletier, 
2010).  Como  adaptación  a  estos  cambios  se  originan  procesos  de  esclerosis  y 
osificación endocondral, con la formación de nuevo hueso en la entesis y los márgenes 
articulares, dando  lugar a  la aparición de quistes y osteofitos. En este proceso están 
implicados diversos factores de crecimiento (Bobinac et al., 2003; van der Kraan y van 
den  Berg,  2007;  Zoricic  et  al.,  2003).  A  la  formación  de  osteofitos  contribuyen 
principalmente  células  mesenquimales  presentes  en  el  periostio,  en  la  unión  entre 
cartílago y hueso, aunque células derivadas de la íntima sinovial parecen estar también 
implicadas. Parece aceptado que la formación de osteofitos surge como un mecanismo 
de adaptación para estabilizar la articulación afectada más que influir en la progresión 
de la enfermedad, a pesar de ser causa de dolor y disfunción articular. Como resultado 
de todo ello se produce un estrechamiento del espacio articular (van der Kraan y van 
den Berg, 2007). Además de neoformaciones óseas, durante  la  remodelación  surgen 
también procesos de resorción ósea en etapas tempranas de la enfermedad (Martel‐
Pelletier y Pelletier, 2010). Por último, la activación sinovial que tiene lugar durante la 
OA,  promueve  la  producción  de  factores  angiogénicos  por  parte  de  las  células 
activadas, originando una neovascularización del hueso subcondral  (Bonnet y Walsh, 
2005).   
 
3.3.  Células implicadas en el desarrollo de la artrosis 
3.3.1. El sinoviocito fibroblástico  
El sinoviocito fibroblástico es  la principal célula residente en el  lining. Se trata 
de células mesenquimales encargadas de controlar  la homeostasis e  integridad de  la 
articulación diartrodial, mediante la regulación de la composición del líquido sinovial y 
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la MEC de la  íntima (Bottini y Firestein, 2013). Poseen un retículo endoplásmico y un 
aparato de Golgi muy desarrollados, además de numerosas vesículas de secreción, ya 
que  tienen  una  gran  capacidad  de  síntesis  y  secreción  proteica.  A  pesar  de  poseer 
características de fibroblastos, como la expresión de colágenos tipo IV y V, vimentina 
y CD90, poseen ciertas propiedades únicas que los distinguen del resto, entre las que 
se  encuentran  moléculas  de  adhesión  como  la  caderina‐11,  VCAM‐1  (molécula  de 
adhesión vascular 1 o CD106),  ICAM‐1  (molécula de adhesión  intracelular‐1 o CD54), 
CD44 y las subunidades α4, α5 y β1 de las integrinas; la enzima uridina difosfoglucosa 
deshidrogenasa  (UDPGD),  para  la  síntesis  de  ácido  hialurónico;  lubricina,  para 
lubricación  de  la  articulación,  y  CD55  (Decay  acelerating  factor,  DAF)  (Bartok  y 
Firestein, 2010; Revell  et al.,  1995; Smith, 2011; Yasuda, 2006).  La  interacción de  las 
células  con  la  MEC  es  esencial  para  la  regulación  de  los  procesos  de  proliferación, 
diferenciación, migración y supervivencia celular (Smith y Marshall, 2010). 
Durante  el  desarrollo  de  la  OA  se  origina  un  proceso  inflamatorio  con 
hiperplasia  sinovial,  principalmente  en  el  lining,  con  un  aumento  de  la  proliferación 
celular, donde el SF juega un papel esencial. Se ha descrito que los SF de OA presentan 
un patrón de expresión génica propio, diferente a la AR y los pacientes sanos (Del Rey 
et  al.,  2011).  Estos  SF  adquieren  un  fenotipo  activado,  siendo  capaces  de  producir 
diferentes mediadores entre los que se encuentran: citocinas proinflamatorias, como 
IL‐1β, TNFα, IL‐6; citocinas antiinflamatorias, como IL‐10; factores angiogénicos, como 
FGF, el  factor de  crecimiento del  endotelio  vascular  (VEGF),  el  factor de  crecimiento 
epidérmico  (EGF),    el  factor  de  crecimiento  derivado  de  plaquetas  (PDGF),  el  factor 
estimulante de colonias de granulocitos  (G‐CSF), el  factor estimulante de colonias de 
granulocitos  y  macrófagos  (GM‐CSF)  o  TGFβ;  quimiocinas,  como  la  proteína 
quimiotáctica  de  monocitos  1  (MCP‐1  o  CCL2),  IL‐8  o  la  proteína  inflamatoria  de 
macrófagos  1  alfa  (MIP‐1α  o  CCL3); eicosanoides  como  la  PGE2  o  el  leucotrieno  B4 
(LTB4),  y mediadores osteoclástogénicos  como el  ligando del  receptor  activador  del 
factor  nuclear‐kB  (RANKL);  además  de  aumentar  la  expresión  de  moléculas  de 
adhesión como VCAM‐1. Entre estos mediadores, IL‐1β y TNFα parecen jugar un papel 
fundamental, siendo capaces de inducir la liberación, por parte de los condrocitos, de 
otros mediadores inflamatorios y enzimas de destrucción, incluyendo ADAMTS, MMPS 
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y TIMPs (Bondeson et al., 2010; Goldring et al., 2008; Kato et al., 2014; Pretzel et al., 
2009; Ritchlin, 2000), así como inhibir la biosíntesis del cartílago (Patwari et al., 2009). 
Esto es posible gracias a que dentro de la articulación existe una comunicación entre 
los  SF  y  los  condrocitos,  ya  sea  por  contacto  directo  o  mediante  la  liberación  de 
mediadores  por  parte  de  ambas  células,  como  demuestran  diversos  estudios  en 
cocultivos  (D'Andrea  et  al.,  1998;  Del  Rey  et  al.,  2014;  Pretzel  et  al.,  2009).  Estos 
mediadores son capaces de activar a su vez a los propios SF (Alaaeddine et al., 1997; 
Bondeson  et  al.,  2010;  Sadouk  et  al.,  1995),  induciendo  la  liberación de mediadores 
proinflamatorios  y  enzimas  de  degradación  también  por  parte  de  estas  células, 
contribuyendo a la perpetuación del proceso inflamatorio y de destrucción articular.  
Los SF actúan como mediadores celulares del sistema inmune innato. Entre los 
receptores  implicados  en  la  activación  de  los  SF  en OA,  se  encuentran  los  TLRs.  Los 
TLRs  son  un  tipo  de  receptores  de  reconocimiento  de  patrón  (PRRs)  capaces  de 
responder  tanto  a  patrones  moleculares  asociados  a  patógenos  (PAMPs)  como  a 
señales de peligro (patrones moleculares asociados a daño, DAMPs), derivados de un 
estrés celular o daño tisular, entre los que se encuentran productos de degradación de 
la MEC del cartílago (Huang et al., 2009; Midwood et al., 2009; Sokolove y Lepus, 2013; 
Taylor  et  al.,  2004;  van  Zoelen  et  al.,  2009).  Estudios  en  pacientes  con  OA  han 
demostrado que ligandos solubles de TLRs presentes en el líquido sinovial, son capaces 
de activar estos receptores en  los SF  (Nair et al., 2012). Los SF poseen además otros 
receptores  para  componentes  de  la  MEC,  como  fibronectina,  colágeno  y  ácido 
hialurónico, entre los que se incluyen las integrinas, el CD44 y el receptor de dominio 
de discoidina‐2 (DDR‐2) (Goldring y Goldring, 2007; Yasuda, 2006; Zhao et al., 2014b). 
La activación de estos receptores presentes en las células activadas,  induce una serie 
de  vías  de  señalización  que  originan  la  expresión  de mediadores  inflamatorios  y  de 
destrucción. 
3.3.2. Otras células sinoviales y del infiltrado inflamatorio 
Los sinoviocitos macrofágicos son células de origen hematopoyético mieloide, 
derivados  de  la  médula  ósea,  procedentes  de  monocitos  circulantes.  Los  SM  de  la 
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íntima poseen una actividad fagocítica elevada, lo que se refleja en el gran número de 
lisosomas y vacuolas que poseen. Son células totalmente diferenciadas, que expresan 
un  fenotipo  similar  al  del  resto  de macrófagos,  con  expresión  de moléculas  CD11b, 
CD68, CD14, CD163, MHC II (antígeno del complejo mayor de histocompatibilidad clase 
II) y el receptor para la región Fc de las inmunoglobulina G (FcRγ) (Bottini y Firestein, 
2013; Kennedy et al., 2011; Smith, 2011). Los SM desempeñan un papel fundamental 
en  el  desarrollo  de  la  inflamación,  pues  son  las  primeras  células  en  responder  a  las 
señales de peligro  (Bartok y Firestein, 2010; Blanco  et al.,  2007). Al  igual que  lo que 
ocurre  con  los  SF,  en  la  OA  los  macrófagos  de  la  membrana  sinovial  presentan  un 
fenotipo activado. Estos SM son también capaces de producir citocinas, quimiocinas, 
factores angiogénicos, factores de crecimiento y enzimas de destrucción (Bondeson et 
al., 2006; Bondeson et al., 2010; Farahat et al., 1993; Haywood et al., 2003). Los SM 
activos pueden activar a su vez a los SF, principalmente mediante la liberación de IL‐1β 
y  TNFα,  perpetuando  así  de  nuevo  la  producción  de mediadores  inflamatorios  y  de 
enzimas de destrucción en la articulación. Al igual que los SF, los SM también poseen 
TLRs y otros  receptores capaces de activar procesos del  sistema  inmune  innato y de 
degradación articular (Bondeson et al., 2010). Por otro lado, se ha descrito la presencia 
de  células  gigantes  multinucleadas  con  gran  capacidad  fagocítica  en  la  membrana 
sinovial  inflamada,  originadas  como  consecuencia  de  la  fusión  de  macrófagos  del 
infiltrado inflamatorio que tiene lugar durante la sinovitis (Prieto‐Potin et al., 2015). 
Durante  el  proceso  inflamatorio  de  la  OA,  en  el  sublining  se  produce  un 
infiltrado de células mononucleares atraídas por quimiocinas liberadas por los SM y SF 
activados  (Blanco  et  al.,  2007).  Entre  ellas,  los  linfocitos  T  juegan  también  un  papel 
importante  en  la  patogénesis  de  la  OA  mediante  la  producción  citocinas 
proinflamatorias (Loeser et al., 2012). Dentro de las subpoblaciones de células T CD4+, 
se  ha  señalado  la  importancia  de  las  células  T  colaboradoras  Th1,  cuyos  niveles  se 
encuentran más elevados que los de las células Th2 en el tejido sinovial de pacientes 
de OA (Ishii et al., 2002). Más recientemente, se ha descrito también la relevancia de 
los  linfocitos Th17  en procesos de  inflamación  crónica  como principales productoras 
de la citocina  IL‐17 (Miossec y Kolls, 2012). Aunque aún se desconoce el papel de las 
Th17 en OA, diferentes estudios han demostrado que  la  IL‐17 es  capaz de  inducir  la 
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liberación de citocinas, quimiocinas, factores angiogénicos y metaloproteinasas desde 
los SF y condrocitos, contribuyendo al proceso inflamatorio y de destrucción en la OA 
(Chen et al., 2011; Honorati et al., 2002; Kapoor et al., 2011; Sandy et al., 2015). Los 
linfocitos  B  también  parecen  estar  implicados  en  los  procesos  de  degradación  del 
cartílago articular mediante la generación de autoanticuerpos contra componentes de 
la MEC del cartílago, como es el caso del colágeno tipo II, el agrecano, la fibulina‐4, la 
proteína  de  la  capa  intermedia  del  cartílago  (CILP),  la  osteopontina,  la  triosafosfato 
isomerasa  (TPI)  o  YKL‐39,  creando  depósitos  de  inmunocomplejos  y  promoviendo 
efectos citotóxicos en la articulación (Haseeb y Haqqi, 2013; Takagi y Jasin, 1992).  
3.3.3. Condrocitos  
Los condrocitos son las únicas células residentes en el cartílago articular. Estas 
células actúan como mecano‐ y osmo‐reguladoras modulando su metabolismo como 
respuesta  a  los  cambios  que  se  producen  en  el  microambiente  articular  (Martel‐
Pelletier y Pelletier, 2010). Mientras que en condiciones normales la remodelación de 
la MEC es lenta, y  los condrocitos permanecen en un estado postmitótico quiescente 
con  muy  baja  capacidad  proliferativa,  en  la  OA  los  condrocitos  adquieren  un 
metabolismo hiperactivo con un aumento de la producción de mediadores anabólicos 
y catabólicos (Goldring y Marcu, 2009; Sandell, 2008), que culmina en un aumento de 
la expresión de enzimas proteolíticas, marcadores de hipertrofia  y  calcificación de  la 
matriz (van der Kraan y van den Berg, 2012). Diferentes estudios han descrito que los 
condrocitos y osteoblastos procedentes de pacientes de OA poseen diferencias en su 
expresión génica respecto a  los procedentes de pacientes sanos  (Geyer et al., 2009). 
Además  el  estrés  oxidativo  que  tiene  lugar  durante  ciertos  procesos  como  el 
envejecimiento,  promueve  la  acumulación  de  proteínas  de  MEC  en  el  retículo 
endoplásmico y Golgi de los condrocitos, disminuyendo en consecuencia la síntesis de 
proteínas del cartílago además de promover la apoptosis (Yang et al., 2005), existiendo 
también cambios a nivel epigenético (Portal‐Nunez et al., 2015).  
En  el  cartílago  artrósico  los  condrocitos  expresan  citocinas  y  quimiocinas  así 
como sus receptores, además de diversas proteasas, factores de respuesta al estrés y 
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otros mediadores  que modulan  la  respuesta  inflamatoria  y  catabólica  (Blanco  et  al., 
2007).  Los  condrocitos  poseen  también  receptores  para  componentes  de  la  MEC, 
como  integrinas,  TLRs, DDR‐2 y  CD44  (Goldring  y Goldring,  2007; Goldring  y Marcu, 
2009; Sokolove y Lepus, 2013; Yasuda, 2006). Durante la OA aumentan los procesos de 
degradación de la MEC; los productos originados tras dicha degradación activan estos 
receptores  estimulando  la  producción  de  proteinasas,  citocinas  inflamatorias  y 
quimiocinas,  creando  un  bucle  de  retroalimentación  que  amplifica  la  destrucción 
articular (Loeser et al., 2012). En etapas tempranas de la OA los condrocitos sintetizan 
nuevos  componentes  de  matriz  para  compensar  dicha  destrucción  (Goldring  y 
Goldring,  2007),  sin  embargo,  en  el  transcurso  de  la  enfermedad  esta  capacidad  se 
pierde    y    no  son  capaces  de  compensar  la  degradación,  rompiéndose  el  equilibrio 
entre  destrucción  y  síntesis,  lo  que  provoca  la  pérdida  de MEC.  Los  fragmentos  de 
degradación  resultantes  de  todo  este  proceso  difunden  además  al  líquido  sinovial 
(Martel‐Pelletier y Pelletier, 2010), activando a su vez a las células sinoviales. 
3.3.4. Osteoclastos y osteoblastos 
Durante la OA, alteraciones mecánicas o respuestas al estrés fisiológico pueden 
inducir  una  remodelación  ósea,  dando  lugar  al  reclutamiento  de  osteoclastos  y 
precursores  desde  la  circulación,  originándose  un  proceso  de  resorción  ósea.  Tras 
dicho  proceso,  los  osteoclastos  mueren  por  apoptosis  y  los  osteoblastos  sintetizan 
nueva matriz ósea (Martel‐Pelletier y Pelletier, 2010), quienes en la OA parecen tener 
un  fenotipo  diferente  al  del  osteoblasto  normal,  con  una  mayor  producción  de 
fosfatasa  alcalina,  osteocalcina, MMP‐2,  colágeno  tipo  I  y  TGFβ  (Funck‐Brentano  y 
Cohen‐Solal,  2011;  Monfort,  2010).  Entre  los  mediadores  inflamatorios  y  de 
destrucción producidos por las células óseas, cabe también destacar las citocinas IL‐1β 
e IL‐6, la PGE2 y el LTB4. Estos factores están implicados tanto en la degradación de la 
MEC del cartílago articular como del hueso subcondral.  
Otras moléculas producidas principalmente por los osteoblastos, que afectan al 
desarrollo  de  la  OA  son  la  osteoprotegerina  (OPG),  el  receptor  activador  del  factor 
nuclear‐kB (RANK) y RANKL. RANKL se une a su receptor RANK en la superficie de los 
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sufijo “‐osis” designa un proceso patológico de naturaleza degenerativa, sin embargo 
en  el  término  anglosajón  de  “osteoartritis”,  se  reconoce  también  la  naturaleza 
inflamatoria de la patología (Monfort, 2010).  
La  inflamación  es  uno  de  los  mecanismos  más  importantes  de  inmunidad 
innata,  siendo  el  nexo  de  unión  con  la  inmunidad  adaptativa.  Se  origina  como 
respuesta a un daño  tisular,  traumatismo o  infección y  tiene como  fin  la eliminación 
del agente dañino. Cuando la respuesta  inflamatoria se prolonga en el tiempo puede 
dar  lugar  a  una  inflamación  crónica,  debido  a  la  presencia  constante  del  estímulo 
inflamatorio.  En  las  enfermedades  reumáticas  el  proceso  inflamatorio  se  cronifica, 
generando una serie de señales de daño o peligro que activan a las células residentes 
en la membrana sinovial, SF y SM, células del sistema inmune innato que liberan una 
serie de citocinas y quimiocinas, atrayendo a otras células del infiltrado inflamatorio y 
activando a su vez procesos de inmunidad adquirida, con la migración de linfocitos T y 
B hacia el foco inflamatorio (Blanco et al., 2007; Haseeb y Haqqi, 2013).  
Aunque  en  la  OA  los  procesos  de  inmunidad  adquirida  no  tienen  tanto  peso 
como en otras enfermedades reumáticas  inflamatorias,  la  inmunidad innata  juega un 
papel esencial. Entre  los componentes de  la  inmunidad  innata que  intervienen en el 
proceso inflamatorio de la OA, cabe destacar los DAMPs y el sistema del complemento. 
Los  DAMPs  actúan  como  señales  de  daño  uniéndose  y  activando  a  los  TLRs, 
principalmente TLR2 y TLR4, de las células articulares, incluyendo SF, SM y condrocitos, 
iniciando así una serie de rutas de señalización cuyo resultado final es la activación de 
diferentes factores de transcripción que participan en la patogénesis de la OA (Gomez 
et al., 2015; Sokolove y Lepus, 2013). Existen diferentes tipos de DAMPs, entre los que 
se  encuentran  componentes  derivados  de  la  degradación  de  la  MEC,  capaces  de 
activar  procesos  inflamatorios  y  de  degradación  de  cartílago,  como  fragmentos 
derivados  de  la  fibronectina  (Fn‐fs)  o  el  ácido  hialurónico  (Liu‐Bryan  y  Terkeltaub, 
2010;  Okamura  et  al.,  2001).  Ciertas  proteínas  plasmáticas  filtradas  desde  la 
circulación  durante  el  proceso  inflamatorio  pueden  también  actuar  como  DAMPs, 
como es el  caso del  fibrinógeno o  las globulinas  (Sohn  et al., 2012). También actúan 
como  tales  cristales  inorgánicos,  como  los  derivados  del  fosfato  cálcico,  que  se 
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encuentran  presentes  frecuentemente  en  el  líquido  y  tejido  sinovial  de  pacientes 
artrósicos  (Liu‐Bryan  et  al.,  2005).  Por  último,  las  alarminas  son  proteínas 
intracelulares  que  se  liberan  en  la  articulación  desde  células  activadas,  necróticas, 
dañadas  o  en  situaciones  de  estrés,  activando  procesos  de  inmunidad  innata.  En 
particular, alarminas de la familia S100 parecen estar relacionadas con la progresión de 
la  OA  (van  Lent  et  al.,  2012).  Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  otro  de  los 
mecanismos  que  actúa  en  los  procesos  de  inmunidad  innata  es  el  sistema  del 
complemento, formado por un conjunto de proteínas plasmáticas encargadas también 
de  activar  la  respuesta  inflamatoria.  Componentes  de  la MEC  del  cartílago,  como  el 
agrecano  y  COMP,  son  también  capaces  de  activar  el  sistema  del  complemento, 
perpetuando el proceso inflamatorio y de degradación articular. Se ha descrito que los 
niveles de diferentes proteínas del complemento se encuentran  incrementados en el 
líquido  sinovial  de  pacientes  con  OA  respecto  a  los  controles  sanos  (Gobezie  et  al., 
2007). 
   La  membrana  sinovial  es  el  tejido  articular  en  el  que  se  observan  mayores 
cambios derivados del proceso  inflamatorio en  la OA. Durante  la  sinovitis  las  células 
sinoviales  del  lining,  que  en  condiciones  normales  se  dedican  a  mantener  la 
homeostasis en  la articulación, proliferan y se activan por diferentes  factores, ya sea 
tanto  por  estrés  mecánico,  como  por  mediadores  inflamatorios,  como  citocinas  o 
productos de degradación de la MEC del cartílago. Dicha activación exacerbada origina 
alteraciones  en  las  rutas  de  señalización  y  la  expresión  aberrante  de  genes,  algunos 
relacionados con mediadores inflamatorios (Abramson y Attur, 2009; Goldring y Otero, 
2011). Este proceso inflamatorio puede producirse en mayor o menor grado según los 
pacientes  y  contribuye  a  la  sintomatología  del  dolor,  así  como  al  daño,  severidad  y 
progresión de la enfermedad (Kato et al., 2014). Aunque la sinovitis en la OA suele ser 
moderada, en ocasiones en que el proceso  inflamatorio es más grave puede  llegar a 
asemejarse a la de la AR (Pelletier et al., 2001).  
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degradación  del  cartílago,  contribuyendo  a  la  progresión  y  cronicidad  de  la 
enfermedad. El proceso inflamatorio que tiene lugar en la OA actuaría entonces como 
nexo de unión entre el  inicio y  la perpetuación de  la enfermedad  (Sokolove y Lepus, 
2013) (Figura 7). 
4.1.1. Mediadores inflamatorios en artrosis  
Existen  otros  mediadores  inflamatorios  en  la  OA,  cuyos  niveles  pueden 
encontrarse  elevados  en  el  suero,  líquido  sinovial  y  tejidos  sinoviales  de  dichos 
pacientes. Entre ellos se encuentran citocinas proinflamatorias liberadas desde células 
activadas,  que  a  su  vez  activan  nuevas  células  en  el  proceso  inflamatorio  de  la 
articulación.  Por  otra  parte,  las  quimiocinas  actúan  como  mediadores  solubles, 
atrayendo a otras células hacia el  lugar de inflamación, y  los factores de crecimiento 
promueven  procesos  angiogénicos  y  de  proliferación  celular.  Las  eicosanoides  son 
mediadores  lipídicos  liberados  como  consecuencia  de  la  acción  de  enzimas  
fosfolipasas, principalmente la fosfolipasa A2 (PLA2), sobre fosfolípidos de membrana, 
liberando el ácido araquidónico sobre el que actúan ciclooxigenasas y lipooxigenasas, 
principalmente  COX‐2  y  la  lipooxigenasa  5  (LOX‐5),  dando  lugar  a  la  formación  de 
prostaglandinas y leucotrienos, respectivamente. Estas enzimas participan en procesos 
de inflamación, apoptosis, angiogénesis y remodelación tisular, estimulando a su vez la 
liberación  de  nuevos  mediadores  inflamatorios  (Eymard  et  al.,  2014;  Goldring  y 
Goldring,  2007;  Martel‐Pelletier  y  Pelletier,  2010;  Pelletier  et  al.,  2001;  Sokolove  y 
Lepus, 2013; Sutton et al., 2009). Aunque la PGE es capaz también de ejercer efectos 
antiinflamatorios inhibiendo la producción de citocinas proinflamatorias e induciendo 
citocinas antiinflamatorias como  la  IL‐10  (Kambayashi et al., 1995; Strassmann et al., 
1994).  Otros  mediadores  lipídicos  son  las  adipocinas,  quienes  parecen  jugar  un 
importante papel en procesos inflamatorios relacionados con la obesidad y ponen en 
relación este factor de riesgo con el desarrollo de OA. Por último, las especies reactivas 
de oxígeno  (ROS) están también  implicadas en  los procesos catabólicos del cartílago, 
donde  los  niveles  de  la  óxido  nítrico  sintasa  inducible  (iNOS)  suelen  encontrarse 
elevados (Goldring y Goldring, 2007; Portal‐Nunez et al., 2015; Sokolove y Lepus, 2013) 
(Tabla 4, adaptada de Sokolove y Lepus, 2013). 
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Tabla 4. PRINCIPALES MEDIADORES INFLAMATORIOS EN ARTROSIS 
Citocinas   Quimiocinas 
Factores de 
crecimiento 
Eicosanoides  Adipocinas  ROS 
Proinflamatorias 
IL‐8 
MCP‐1  
RANTES  
MIP‐1 
VEGF 
FGF 
IGF 
TGFβ 
PGE2 
LTB4 
Adiponectina 
Leptina 
Visfatina 
Resistina 
NO  
O2
- 
IL‐1β, TNFα, IL‐6,  
IL‐15, IL‐17, IL‐18, IL‐21 
Antiinflamatorias 
IL‐4, IL‐10, IL‐13, IL‐1Ra 
IL, interleucina; IL‐1Ra, antagonista del receptor de IL‐1; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; IGF, factor de 
crecimiento insulínico; LTB4, leucotrieno B4; MCP‐1, proteína quimiotáctica de monocitos 1 o CCL2; MIP, proteína 
inflamatoria  de  macrófagos;  NO,  óxido  nítrico;  O2
‐,  anión  superóxido;  PGE2,  prostaglandina  E2;  RANTES, 
regulador de la activación de células T normalmente expresadas y secretadas o CCL5; TGF, factor de crecimiento 
transformante; TNF, factor de necrosis tumoral; VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular. 
4.1.2. La IL‐1β como citocina proinflamatoria 
Descrita por primera vez en 1977 (Sandy et al., 2015), IL‐1β es considerada una 
de las principales citocinas proinflamatorias que contribuyen al proceso inflamatorio y 
de destrucción articular en la OA (Kato et al., 2014; Pelletier et al., 2001). Es sintetizada 
por  las  células de  la  articulación  sinovial,  incluyendo SF,  SM,  células mononucleares, 
condrocitos y osteoblastos (Kapoor et al., 2011), en forma de precursor y, gracias a la 
acción  proteolítica  de  la  enzima  convertidora  de  IL‐1  (ICE)  situada  en  la  membrana 
plasmática, es liberada al medio en su forma activa. Su activación se produce mediante 
la  unión  a  su  receptor  (IL‐1R)  de  tipo  I,  iniciando  así  una  cascada  de  señalización 
intracelular  que  culmina  en  la  expresión  de  otros  mediadores  de  inflamación  y 
destrucción de la MEC, entre los que se incluyen otras citocinas, quimiocinas, factores 
de  crecimiento,  eicosanoides,  ROS  y  diversas  proteinasas,  incluyendo  ADAMTS  y 
MMPS,  además  de  promover  la  degradación  e  inhibir  la  síntesis  de  componentes 
principales de la MEC del cartílago, como el agrecano o el colágeno (Haseeb y Haqqi, 
2013; Kapoor et al., 2011; Kato et al., 2014; Pelletier et al., 2001; Sandell et al., 2008). 
Tanto  la  IL‐1β  como  su  receptor  se  encuentran  elevados  en  membrana  y  líquido 
sinovial,  cartílago  articular  y  hueso  subcondral  de  pacientes  con  OA  (Kapoor  et  al., 
2011; Martel‐Pelletier et al., 1992; Sadouk et al., 1995; Saha et al., 1999). Entre las vías 
implicadas  en  la  señalización  de  la  IL‐1β  se  incluyen  los  tres  tipos  de  cascadas  de 
MAPK,  la  proteína  activadora  1  (AP‐1)  y  el  factor  nuclear‐kappa  B  (NF‐κB) 
principalmente,  además  de  la  proteína  de  unión  al  elemento  de  respuesta  al  AMP 
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cíclico  (CREB),  el  factor  de  transcripción  relacionado  con  Runt  (Runx)  2  y  la  vía 
Wnt/βcatenina (Kapoor et al., 2011; Lee y Heur, 2014; Rasheed et al., 2010; Raymond 
et al., 2012; Sandy  et al., 2015; Stylianou y Saklatvala, 1998; Wang  et al., 2012). Por 
otro lado, el promotor de IL‐1β posee lugares de unión para CREB, AP‐1 y NF‐κB, que 
promueven su propia expresión (Stylianou y Saklatvala, 1998). 
 Por otro lado, la IL‐1 es también capaz de unirse al IL‐1RII, funcionando como 
un  inhibidor  de  la  misma,  ya  que  no  es  capaz  de  transducir  las  señales  al  interior 
celular.  El  antagonista  del  receptor  de  IL‐1  (IL‐1Ra)  se  une  a  ambos  receptores, 
actuando como otro  inhibidor natural de  la citocina, producido  también por  los SF y 
condrocitos, entre otras células  (Colotta et al., 1994; Palmer et al., 2002; Seitz et al., 
1994).  
 
4.2. Degradación de cartílago y remodelación ósea 
Tanto  las  alteraciones  mecánicas  como  la  liberación  de  mediadores 
inflamatorios  del  hueso  subcondral  y  de  la  membrana  sinovial,  contribuyen  a  la 
destrucción del cartílago articular. Por tanto, la degradación del cartílago en OA puede 
ser considerada el resultado de un proceso inflamatorio (Attur et al., 2002; Pelletier et 
al., 2001). Los diferentes factores que influyen en la aparición de la OA provocan una 
alteración en la homeostasis del cartílago, rompiendo el balance entre degradación y 
síntesis de  la MEC (Kato et al., 2014) y originando una alteración en sus propiedades 
como  consecuencia  del  cambio  en  su  composición  y  organización  estructural.  Este 
hecho  es  debido  a  que  los  condrocitos  responden  tanto  a  los  estímulos  mecánicos 
como  biológicos,  incluyendo  citocinas,  quimiocinas,  factores  de  crecimiento  y 
diferenciación  o mediadores  de  estrés,  que  se  originan  como  resultado  de  un  daño 
articular.  En  consecuencia  los  condrocitos,  además  de  producir  mediadores 
inflamatorios,  liberan  gran  cantidad  de  proteasas  entre  las  que  destacan  las 
colagenasas,  como  la MMP‐13,  y agrecanasas, como  las ADAMTS‐4 y  ‐5, que actúan 
sobre dos de los principales componentes de la MEC. En primer lugar las agrecanasas 
degradan  el  agrecano,  dejando  la  red  de  colágeno  desprotegida  y  dando  paso  a  la 
acción  de  las  colagenasas,  que  degradan  el  colágeno  tipo  II, momento  en  el  cual  el 
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proceso se vuelve irreversible. A este hecho se suma la disminución en la capacidad de 
los  condrocitos  para  generar  nuevos  componentes  de  la  MEC,  lo  que  conlleva  la 
degradación del cartílago articular. En la OA esta pérdida de cartílago se origina en la 
zona más superficial y se extiende hacia zonas profundas a medida que la enfermedad 
avanza.  Productos  derivados  de  la  degradación  de  la  MEC,  como  el  colágeno,  la 
fibronectina o sus fragmentos de degradación, inducen la activación de los receptores 
de las células articulares iniciando una serie de vías de señalización que confluyen en la 
producción  de  nuevos  mediadores  de  inflamación  y  destrucción  (Goldring  y Marcu, 
2009; Loeser et al., 2012). Por otro lado, las ROS juegan también un importante papel 
en el mantenimiento de la homeostasis de los condrocitos. Como consecuencia de los 
procesos  de  inflamación,  de  la  variación  en  los  niveles  de  oxígeno  y  del  estrés 
mecánico que tienen lugar durante la OA, se origina una producción aberrante de ROS, 
lo  que  conlleva  un  estrés  oxidativo  en  la  articulación,  promoviendo  procesos  de 
apoptosis  (Martin  et  al.,  2004;  Yang  et  al.,  2005).  Los  productos  finales  de  glicación 
avanzada (AGEs) que se originan con  la edad, resultado del estrés oxidativo,  influyen 
también en el metabolismo aberrante de  los condrocitos  (Marcu et al., 2010) (Figura 
7).  
Durante  la  OA  los  daños  producidos  en  el  hueso  subcondral  promueven 
además  procesos  de  remodelación  ósea  ya  en  etapas  tempranas  de  la  enfermedad, 
caracterizados  por  procesos  de  resorción  ósea  que  dan  lugar  a  la  generación  de  un 
hueso con una baja resistencia mecánica. Por otro lado, en fases de OA avanzadas, la 
mineralización  ósea  disminuye,  a  lo  que  se  suma  una  alteración  en  la  síntesis  del 
colágeno,  originándose  un  aumento  del  volumen  y  grosor  óseo  como  mecanismo 
adaptativo para  intentar reparar el daño,  lo que deriva en una esclerosis subcondral 
(Funck‐Brentano y Cohen‐Solal, 2011; Kwan Tat et al., 2010) (Figura 7).  
4.2.1. La fibronectina como producto de degradación del cartílago  
La  fibronectina  es  una  glicoproteína  adhesiva  dimérica  de  450  KDa,  formada 
por  dos  cadenas  unidas  por  puentes  disulfuro.  Se  encuentra  de  forma  soluble  en  el 
plasma y el citoplasma, pero también forma parte, como proteína insoluble, de la MEC 
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de diversos  tejidos, entre  los que  se encuentran  la membrana  sinovial  y el  cartílago, 
además  de  estar  presente  en  otros  fluidos  corporales  como  el  líquido  sinovial.  La 
fibronectina  es  sintetizada  por  los  hepatocitos  en  el  hígado,  desde  donde  pasa  a  la 
sangre  y  de  ahí  a  la MEC del  tejido  conjuntivo,  donde  polimeriza.  Está  implicada  en 
diversos  procesos  tanto  fisiológicos  como  patológicos,  entre  los  que  se  incluyen 
adhesión,  migración,  crecimiento,  diferenciación,  proliferación,  opsonización, 
cicatrización, desarrollo, transformación oncogénica, inflamación y degradación tisular 
(Quintero et al., 2010; Yasuda, 2006). En la OA, la fibronectina y fragmentos derivados 
de la misma, como consecuencia de la degradación de la MEC, son capaces de activar 
procesos de inmunidad innata y vías de señalización que llevan a  la perpetuación del 
proceso  inflamatorio  y  de  degradación  en  la  articulación,  induciendo  la  pérdida  de 
proteoglicanos y otros componentes esenciales del cartílago articular (Guo et al., 2009; 
Homandberg  et  al.,  1996a;  Homandberg  et  al.,  1996b;  Homandberg  y  Wen,  1998; 
Homandberg  et  al.,  1998),  mediante  la  producción  de  mediadores  inflamatorios, 
incluyendo citocinas como  IL‐1β y TNFα  (Feghali y Grenier, 2012; Homandberg y Hui, 
1996; Homandberg y Wen, 1998; You et al., 2010),  NO e iNOS (Pichika y Homandberg, 
2004; Yasuda, 2010) y proteinasas como ADAMTS y MMPs (Ding et al., 2008; Ding et 
al., 2009; Ding et al., 2014; Guo et al., 2009; Hwang et al., 2015; Stanton et al., 2002). 
Dicha activación se produce mediante la unión de la fibronectina o sus fragmentos de 
degradación  a  sus  receptores,  entre  los  que  se  encuentran  integrinas  α4β1  y  α5β1 
(Homandberg et al., 2002a; Homandberg et al., 2002b; Pap, 2003; Sarkissian y Lafyatis, 
1999;  Yasuda,  2006),  TLRs  como  TLR2  y  TLR4  (Hwang  et  al.,  2015;  Okamura  et  al., 
2001; Su et al., 2005; You et al., 2010), y CD44 (Yasuda, 2006; Yasuda, 2010; Yasuda, 
2011),  en  la  superficie  de  las  células  articulares,  activando  diferentes  vías  de 
señalización,  como  la  vía  de  las MAPK  y  los  factores  de  transcripción NF‐κB  y AP‐1 
(Ding  et al.,  2008; Ding  et al.,  2009; Pulai  et al.,  2005;  Tremble  et al.,  1995;  Yasuda, 
2006;  Yasuda,  2011;  You  et  al.,  2010),  además  de  la  vía Wnt/β‐catenina,  con  quien 
establece un bucle de retroalimentación positiva, donde está implicada la señalización 
por integrinas y MAPK (Bielefeld et al., 2011; Ou et al., 2013). 
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Se han descrito niveles elevados de fibronectina en el cartílago y líquido sinovial 
de pacientes con OA y AR (Dutu et al., 1986; Homandberg et al., 1998; Xie et al., 1992), 
así como en el tejido sinovial inflamado de pacientes de AR (Scott et al., 1981; Yasuda, 
2006), además de un incremento de integrinas β1 en los SF de estos pacientes (Rinaldi 
et al., 1997). Durante el curso de  la enfermedad,  las proteasas activadas degradan la 
fibronectina  dando  lugar  a  la  generación  fragmentos  con  propiedades 
proinflamatorias.  Se  han  descrito  también  niveles  elevados  de  estos  fragmentos  en 
cartílago y  líquido sinovial de pacientes de OA y AR (Homandberg et al., 1998; Xie et 
al., 1992; Yasuda, 2006). Existen diferentes fragmentos derivados de la degradación de 
la fibronectina, entre los que cabe destacar (Yasuda, 2006) (Figura 8): 
 
¾ Fragmento amino (N)‐terminal de unión a heparina y fibrina 
¾ Fragmento N‐terminal de unión a gelatina y colágeno. 
¾ Región central de unión a la célula: posee una secuencia Arg‐Gly‐Asp (RGD) de 
unión a integrinas α5β1. 
¾ Fragmento  carboxilo  (C)‐terminal  de  unión  a  heparina:  posee  una  región 
variable  (IIICS) que contienen  los dominios de unión a  integrinas α4β1 CS‐1 y 
CS‐5. 
¾ Fragmento C‐terminal de unión a fibrina. 
 
Entre  los  Fn‐fs,  el  fragmento  de  45  KDa  de  la  región N‐terminal  de  unión  a 
gelatina  y  colágeno  parece  tener  una  gran  importancia  en  la  patología  de  la  OA, 
estando implicado en la producción de citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas 
Figura  8.  Estructura  proteica  de  la  fibronectina.  Aparecen  indicados  los  dominios  correspondientes  a  los 
distintos Fn‐fs. 
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cuando  fragmentan  el  sustrato  en  los  extremos  N‐  o  C‐terminal,  y  endopeptidasas, 
también  conocidas  como  proteinasas,  encargadas  de  la  rotura  de  determinadas 
uniones  peptídicas  en  el  interior  de  la  molécula  (Figura  9).  Las  endopeptidasas  se 
clasifican a su vez según el tipo de mecanismo catalítico que interviene en la hidrólisis 
del  polipéptido,  pudiendo  actuar  de  manera  intracelular  o  extracelular.  Entre  ellas, 
ciertas  proteinasas  extracelulares,  entre  las  que  se  incluyen  serín  proteinasas  y 
metaloproteinasas, desempeñan un papel esencial en  los procesos de degradación e 
inflamación que tienen lugar en la articulación artrósica, donde están implicados en los 
procesos de destrucción del cartílago y erosión ósea, liberando a su vez componentes 
de  la MEC que promueven su propia expresión, perpetuando además  la enfermedad 
(Rengel et al., 2007; Troeberg y Nagase, 2012). Por tanto,  las proteinasas se postulan 
como  unas  dianas  terapéuticas  prometedoras  en  el  desarrollo  de  terapias  para  el 
tratamiento de la OA.  
 
5.1. Sistema uPA 
El  activador  del  plasminógeno  tipo  uroquinasa  (uPA)  es  una  serín  proteinasa 
encargada de la conversión del zimógeno plasminógeno en la forma activa plasmina, 
principal  enzima encargada de  la degradación de  fibrina en el proceso de  fibrinólisis 
sanguínea, así  como de otras proteínas de  la MEC de  la articulación. uPA se purificó 
por  primera  vez  en  orina,  como  una  proteína  de  54  KDa.  Está  compuesto  por  un 
péptido  señal,  seguido de un  fragmento N‐terminal  (ATF)  de unión al  receptor  y  un 
dominio serín proteinasa C‐terminal. El fragmento ATF está formado, a su vez, por un 
dominio EGF y un dominio Kringle (Huai et al., 2006; Troeberg y Nagase, 2012) (Figura 
10,  drch.).  uPA  es  sintetizado  y  secretado  como  un  precursor  inactivo  de  cadena 
sencilla, pro‐uPA, el cual, gracias a  la rotura proteolítica por parte de  la plasmina, da 
lugar a la forma activa de uPA de doble cadena, que contiene un puente disulfuro que 
une  covalentemente  el  dominio  ATF  con  el  dominio  serín  proteinasa  (Blouse  et  al., 
2009;  Smith  y  Marshall,  2010).  La  plasmina  no  es  sólo  capaz  de  activar  uPA,  sino 
también otras proteinasas que influyen en la degradación de la MEC, como las MMPs, 
incluyendo  MMP‐3,  MMP‐9  y  MMP‐13,  además  de  factores  de  crecimiento  y 
Introducción  
 
56 
 
angiogénicos  (Collen,  1999;  Comoglio  et  al.,  1999;  Kikuchi  et  al.,  1996;  Smith  y 
Marshall,  2010).  Por  su  parte,  uPA  también  es  capaz  de  activar  MMPs  de  manera 
directa  (Rengel  et  al.,  2007).  Los  SF,  condrocitos, macrófagos  y monocitos  expresan 
uPA  de  manera  constitutiva,  pero  su  producción  se  puede  ver  inducida  por  ciertas 
citocinas, incluyendo la IL‐1β, y factores de crecimiento (Gyetko et al., 1992; Hamilton 
et al.,  1991;  Ito  et al.,  1992; Martel‐Pelletier  et al.,  1991; Medcalf  y Hamilton, 1986; 
Schwab et al., 2004).  
 
uPA se une por su extremo N‐terminal a su receptor (uPAR) activándolo, quien 
también es capaz de unir pro‐uPA. uPAR pertenece a la superfamilia del antígeno 6 de 
linfocitos (Ly‐6), caracterizada por un dominio Ly‐6 y uPAR (LU). Está formado por tres 
dominios LU (D1‐D3), de los cuales D1 y D2 están implicados en la unión a uPA, y se 
encuentra  anclado  a  la membrana  plasmática  por  un  anclaje  glicosilfosfatidilinositol 
(GPI)  (Figura  10,  izq.),  en  la  superficie  de  las  células  articulares,  incluyendo  SF, 
condrocitos  y  leucocitos,  entre  otras  (Blasi  y  Sidenius,  2010;  Hamilton  et  al.,  1992; 
Smith  y  Marshall,  2010).  La  unión  uPA/uPAR  induce  la  rotura  proteolítica  del 
plasminógeno y la activación de la plasmina, quien a su vez activa a las MMPs para la 
degradación de la MEC. Por otra parte, la unión uPA/uPAR activa vías de señalización 
por parte de integrinas β1, que actúan como correceptores (Figura 11). Entre ellas, las 
integrinas  α5β1  participan  además  en  la  fibrilogénesis  de  la  fibronectina  (Smith  y 
Marshall,  2010).  En  estas  cascadas  de  señalización  participan  la  tirosina  quinasa  de 
Figura 10. Estructura proteica de uPAR (izq.) y dominios estructurales de uPA (drch.). La flecha indica el lugar de 
unión de uPA a su receptor. 
uPAR 
uPA 
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adhesión  focal  (FAK)  y  Src,  la  vía  de  Rac  y  las  MAPK.  Otro  ligando  de  uPAR  es  la 
vitronectina,  una  glicoproteína  de  la  MEC  implicada  en  la  señalización  intracelular 
mediada por  integrinas (Madsen et al., 2007). uPAR señaliza también mediante la vía 
de  las quinasas  Janus  (JAK) y del  transductor de señal y activador de  la  transcripción 
(STAT),  además de  la  vía  fosfatidilinositol  3‐quinasa  (PI3K)/Akt  (Aguirre Ghiso,  2002; 
Kjoller y Hall, 2001; Koshelnick et al., 1997; Lester et al., 2007; Vial et al., 2003). Por 
otro lado, las vías de las MAPK y de Wnt, así como los factores de transcripción AP1 y 
NF‐κB están implicados en la expresión de uPAR. También se ha descrito la inducción 
de  su  expresión  mediada  por  citocinas  y  factores  de  crecimiento  en  fibroblastos  y 
monocitos (Smith y Marshall, 2010). 
 
El sistema uPA se regula mediante inhibidores del activador del plasminógeno, 
entre los que se encuentran los inhibidores del activador del plasminógeno o serpinas 
Figura 11. Función y regulación del sistema uPA. La plasmina induce el paso de pro‐uPA a uPA activa, quien a 
su vez también media el paso de plasminógeno a plasmina. Tanto  la plasmina como uPA activan a las MMPs, 
induciendo la degradación de la MEC. Por otro lado, el uPA activo unido a uPAR, interaccionan con integrinas, 
quienes actúan como correceptores induciendo diferentes vías de señalización intracelular. Por su parte, PAI se 
une y bloquea a uPA, inhibiendo sus acciones.  
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(PAI‐1 o serpinaE1, PAI‐2 o serpinaB2 y PAI‐3). Entre ellos el PAI‐1 es el más estudiado 
(Ghosh  y  Vaughan,  2012).  Por  otro  lado,  la α2  antiplasmina,  inhibe  el  sistema  uPA 
mediante el bloqueo de la actividad de la plasmina (Smith y Marshall, 2010). 
La  unión  de  uPA  a  su  receptor  activa  una  serie  de  vías  de  señalización 
implicadas en diversos procesos biológicos de adhesión, proliferación, diferenciación, 
supervivencia, quimiotaxis y fagocitosis, relacionados con mecanismos de la inmunidad 
innata (Blasi y Sidenius, 2010; Jin et al., 2003; Liu et al., 2011; Smith y Marshall, 2010), 
además de procesos angiogénicos, de cicatrización y ovulación. La expresión de uPAR 
se  ve  incrementada  en  procesos  de  inflamación  y  remodelación  de  la MEC  (Blasi  y 
Sidenius, 2010; Hamilton et al., 1992; Smith y Marshall, 2010). Al igual que ocurre con 
uPAR, tanto uPA como PAI‐1 se observan también incrementados en inflamación (Del 
Rosso  et  al.,  2008;  Ghosh  y  Vaughan,  2012).  Asimismo,  uPAR  está  implicado  en  la 
regulación de  la  respuesta  inflamatoria mediada por TLR2  (Liu  et al., 2011). Por otro 
lado, el sistema uPA se relaciona también con el desarrollo de ciertas patologías como 
cáncer, OA y AR (Li et al., 2005). Los SF de pacientes de OA y AR expresan uPAR en su 
superficie  y  producen  niveles  elevados  de  uPA,  que  están  implicados  en  el  proceso 
inflamatorio  y de destrucción articular  (Cerinic  et al.,  1998;  Jin  et  al.,  2003;  Li  et  al., 
2005; Ronday et al., 1996). Asimismo, uPA es capaz de ejercer también sus efectos de 
manera  independiente de  uPAR,  estando  implicado  en  el  proceso  inflamatorio  de  la 
artritis (Jin et al., 2003).   
 
5.2. MMPs 
Las  metaloproteinasas  están  implicadas  en  la  degradación  de  diferentes 
componentes  de  la  MEC,  entre  ellas  las  MMPs  y  las  ADAMTS  pertenecen  a  la 
superfamilia  de  las  metzincinas,  caracterizadas  por  ser  metaloproteinasas 
dependientes  de  cinc  (Zn),  secretadas  como  proteínas  solubles  por  diversos  tipos 
celulares  e  implicadas  en  la  regulación  de  la  MEC  y  de  las  interacciones  celulares 
(Murphy  y  Lee,  2005).  Las  ADAMTS  y  las MMPs  son  las  principales  implicadas  en  la 
degradación de  la MEC del cartílago en  la OA, ya que actúan degradando dos de sus 
principales componentes. Las ADAMTS, en particular las agrecanasas, son importantes 
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en el inicio del proceso ya que degradan el agrecano de la MEC, dando paso a la acción 
de  las MMPs colagenasas  para  la degradación del  colágeno  tipo  II,  un paso  crítico e 
irreversible. En este proceso se liberan además fragmentos de otros componentes de 
la MEC como  la  fibronectina,  iniciando un proceso  inflamatorio en el que  las células 
activadas  liberan  mediadores  como  la  IL‐1β,  que  inducen  diferentes  rutas  de 
señalización, entre las que se incluyen la vía de las MAPK o la vía de Wnt y factores de 
transcripción como AP‐1, NF‐κB o Runx2, que a su vez promueven la expresión de las 
propias metaloproteinasas  (Bondeson  et  al.,  2007;  Clutterbuck  et  al.,  2009;  Frank  et 
al.,  2013;  Ji  et  al.,  2016;  Loeser  et  al.,  2012; Otero  et  al.,  2012;  Rengel  et  al.,  2007; 
Tetsunaga et al., 2011; Xue et al., 2007; Yuasa et al., 2008). Por otro lado, existen una 
serie de inhibidores endógenos de estas MMPs y ADAMTS, los TIMPS, cuya familia está 
compuesta por cuatro miembros  (TIMP 1‐4) capaces de  inhibir  la  forma activa de  las 
MMPs (Murphy y Lee, 2005). Entre ellos TIMP‐1 y ‐2 actúan como potentes inhibidores 
de  la  acción  de  las  MMPs,  mientras  que  TIMP‐3  es  el  principal  implicado  en  la 
inhibición de agrecanasas (Huang y Wu, 2008; Kashiwagi et al., 2001). En la OA se han 
descrito niveles alterados de ciertas MMPs, ADAMTS y TIMPs  (Davidson  et al., 2006; 
Kevorkian et al., 2004; Murphy y Nagase, 2008). 
Las MMPs se describieron por primera vez en 1962 por su acción colagenolítica 
durante la metamorfosis en renacuajos. En humanos la familia de las MMPs, también 
conocidas  como  matrixinas,  está  compuesta  por  23  miembros.  Están  implicadas 
principalmente en la remodelación de la MEC, así como en el procesamiento de otras 
proteinasas  y de  sus  inhibidores,  receptores de  superficie  y  factores de  crecimiento. 
Además  también  están  implicadas  en  diversos  procesos  fisiológicos  de  adhesión 
celular, proliferación, migración, apoptosis y cicatrización (Murphy y Nagase, 2008; Vu 
y Werb, 2000). Las MMPs se clasifican en cinco grupos principales teniendo en cuenta 
su sustrato, estructura y localización celular (Clutterbuck et al., 2009; Martel‐Pelletier 
et al., 2001; Murphy y Nagase, 2008; Rengel et al., 2007) (Tabla 5). 
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Tabla 5. PRINCIALES MMPs EN HUMANOS 
GRUPO  MIEMBROS  SUSTRATOS PRINCIPALES 
Colagenasas 
MMP‐1 (colagenasa‐1) 
 
MMP‐8 (colagenasa‐2) 
 
MMP‐13 (colagenasa‐3) 
Principalmente colágeno III. También colágeno I, II, VII, X, 
gelatina, agrecano, tenascina, proteínas de unión 
Principalmente colágeno I. También colágenos II, III, VIII, 
X, agrecano, proteínas de unión 
Principalmente colágeno II. También colágenos I, III, IV, 
VII, IX, X, gelatina, agrecano, osteonectina, perlecan 
Gelatinasas 
MMP‐2 (gelatinasa A) 
 
MMP‐9 (gelatinasa B) 
Gelatina, colágenos I, II, III, IV, V, VII, X, XI, agrecano, 
fibronectina, laminina, elastina, tenascina, vitronectina 
Gelatina, colágenos I, III, IV, V, VII, X, XI, XIV 
Estromelisinas 
MMP‐3 (estromelisina‐1) 
 
 
MMP‐10 (estromelisina‐2) 
 
MMP‐11 (estromelisina‐3) 
Agrecano, fibronectina, laminina, gelatina, colágenos I, III, 
IV, V, VIII, IX, X, proteínas de unión, elastina, vitronectina, 
tenascina, decorina, activación de pro‐MMPs 
Agrecano, fibronectina, laminina, gelatina, colágenos I, III, 
VI, V, VIII, IX, elastina, vitronectina,  
Agrecano, fibronectina, laminina, gelatina, colágeno tipo 
IV, serpina 
Matrilisinas 
MMP‐7 
MMP‐26 
Distintos componentes de la MEC 
Moléculas de superficie 
Activación de pro‐MMPs 
MT‐MMPs 
MMP‐14 (MT1‐MMP) 
MMP‐15 (MT2‐MMP) 
MMP‐16 (MT3‐MMP) 
MMP‐17 (MT4‐MMP) 
MMP‐24 (MT5‐MMP) 
MMP‐25 (MT6‐MMP) 
Activación de pro‐MMPs 
 
La estructura general de las MMPs consta de un péptido señal, necesario para 
la maduración y liberación de la enzima desde la célula, un prodominio, que permite 
mantener  a  la  enzima  inactiva,  un dominio  catalítico,  encargado  de  proporcionar  la 
actividad  enzimática,  ya  que  contiene  el  átomo  de  Zn2+,  un  dominio  de  unión  de 
extensión variable, del que carecen ciertas MMPs, y un dominio hemopexina, ausente 
también  en  algunas MMPs,  que  confiere  la  especificidad por  el  sustrato,  además de 
interaccionar con ciertos inhibidores y receptores celulares.  
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Debido  a  su  capacidad  proteolítica,  las  MMPs  han  de  estar  fuertemente 
reguladas. Se sintetizan como pre‐proenzimas, eliminándose el péptido señal durante 
el proceso de translación y liberándose de forma inactiva como zimógenos,  gracias a 
que  el  prodominio  posee  un  residuo  conservado de  cisteína  que  se  une  al  Zn2+  del 
dominio  catalítico.  Para  la  activación  de  las  MMPs  es  necesaria  la  eliminación  del 
prodominio por parte de otras enzimas, incluyendo MMPs asociadas a membrana (MT‐
MMPs),  catepsina  B,  uPA,  plasmina  y  el  activador  tisular  del  plasminógeno  (tPA) 
(Clutterbuck et al., 2009; Martel‐Pelletier et al., 2001; Murphy y Nagase, 2008; Rengel 
et al., 2007). Esta activación suele ser extracelular, aunque también pude tener  lugar 
en la superficie celular, como en el caso de la MMP‐13 y la MMP‐2, o intracelular en el 
aparato de Golgi, como ocurre con las MT‐MMPs y la MMP‐11 (Nagase, 1997). 
 
Una  activación  excesiva  de  las  MMPs  puede  conllevar  el  desarrollo  de 
determinadas patologías incluyendo cáncer, enfermedades cardiovasculares y diversas 
patologías  inflamatorias y/o autoinmunes, entre las que se encuentran la OA y  la AR, 
donde se han observado niveles elevados de MMPs en el tejido sinovial y cartílago de 
los pacientes (Buisson‐Legendre et al., 2004; Clutterbuck et al., 2009; Davidson et al., 
2006; Jackson et al., 2014; Kevorkian et al., 2004; Murphy et al., 2002). 
5.2.1. Colagenasas: la MMP‐13 
Entre las MMPs, las colagenasas juegan un papel esencial en el remodelado de 
la MEC, mediante la rotura de las fibras de colágeno tipo I, II y III, aunque también son 
Figura 12. Estructura proteica de las colagenasas y de las gelatinasas.
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capaces de actuar sobre otros tipos de colágeno y componentes de la MEC, además de 
degradar proteínas solubles. Las colagenasas están constituidas por un prodominio, un 
dominio catalítico y dominios hemopexina, esenciales para su actividad colagenolítica 
(Murphy et al., 2002; Murphy y Nagase, 2008)  (Figura 12). Son producidas  tanto por 
SF,  como por SM y  condrocitos,  jugando un papel esencial en el desarrollo de  la OA 
mediante  la degradación del colágeno. La MMP‐1 parece estar  implicada en las fases 
iniciales de destrucción en zonas más superficiales del cartílago, mientras que la MMP‐
13 es esencial en las siguientes fases de remodelación de la MEC. 
 Dentro del  grupo de  colagenasas,  la MMP‐13 o  colagenasa‐3  desempeña un 
importante papel en  la degeneración articular de  la OA. Se  trata de una proteína de 
52KDa  (42KDa en  su  forma activa)  implicada  en  la  degradación del  colágeno  tipo  II, 
uno  de  los  principales  componentes  de  la MEC  del  cartílago  (Martel‐Pelletier  et  al., 
2001; Murphy y Lee, 2005; Murphy y Nagase, 2008). Además de este sustrato, la MMP‐
13 es capaz de degradar otros componentes de  la MEC (Martel‐Pelletier et al., 2001; 
Shiomi  et  al.,  2010).  Por  todo  ello  la MMP‐13  es  considerada  una  de  las  principales 
implicadas en  la progresión de  la OA. Sus niveles se encuentran elevados el cartílago 
de los pacientes, asociándose con una mayor destrucción (Piecha et al., 2010; Roach et 
al.,  2005; Wang  et  al.,  2013),  estando  también  presente  en  SF  y  líquido  sinovial  de 
pacientes  de  OA  y  AR  (Fuchs  et  al.,  2004;  Su  et  al.,  2009;  Wernicke  et  al.,  1996; 
Yoshihara et al., 2000). Citocinas como la IL‐1β y otros mediadores inflamatorios están 
implicados en la inducción de su expresión (Martel‐Pelletier et al., 2001). 
5.2.2. Gelatinasas: la MMP‐9 
Las gelatinasas tienen un amplio espectro de especificidad por los sustratos. No 
sólo  degradan  gelatinas,  sino  también  otros  componentes  de  la MEC,  incluyendo  la 
fibronectina y distintos tipos de colágeno. La MMP‐2 es también capaz de degradar los 
colágenos  tipo  I,  II  y  III,  aunque  con  una  menor  actividad  que  las  colagenasas.  Las 
gelatinasas  son  producidas  por  células  mesenquimales,  macrófagos  y  células 
mononucleares de sangre periférica, pero también por las células activadas del tejido 
conectivo y  células  tumorales. Como particularidad en  su estructura,  las  colagenasas 
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poseen tres motivos repetidos de fibronectina tipo II en su dominio catalítico, que les 
facilitan la unión y degradación del sustrato  (Murphy et al., 2002; Murphy y Nagase, 
2008) (Figura 12).  
Entre  las  gelatinasas,  el  estudio  de  la  MMP‐9  o  gelatinasa  B  está 
incrementando  en  los  últimos  años  debido  a  su  potencial  implicación  en  procesos 
tanto  fisiológicos  como patológicos.  Se  trata  de una  enzima de  92KDa  (82KDa en  su 
forma  activa)  con  un  dominio  O‐glicosilado  de  unión  flexible  entre  el  dominio 
catalítico  y  el  dominio  hemopexina,  esencial  para  ejercer  su  función.  La  MMP‐9  es 
además  capaz  de  actuar  sobre  proteínas  situadas  en  el  interior  de  vesículas,  en  la 
mitocondria,  el  núcleo  o  el  citoplasma,  así  como  sobre  proteínas  del  citoesqueleto, 
estando también implicada en la regulación de la permeabilidad de la barrera epitelial. 
En  cuanto  a  su  implicación  en  patologías,  está  relacionada  con  la  supervivencia  de 
células tumorales, enfermedades cardiovasculares, degenerativas, autoinmunes, óseas 
e  inflamatorias,  activando mediadores proinflamatorios  como  la  IL‐1β  (Vandooren  et 
al., 2013), quien recíprocamente induce su expresión (Martel‐Pelletier et al., 2001). Los 
niveles de MMP‐9 en líquido sinovial de pacientes de OA y AR, están asociados con los 
de  MMP‐13,  así  como  con  la  uPA,  estando  implicados  en  la  progresión  de  la 
enfermedad (Kim et al., 2012). 
 
5.3. ADAMTS 
Identificadas  por  primera  vez  en  1997,  las  ADAMTS  son  un  tipo  de 
metaloproteinasas multidominio,  implicadas en el desarrollo y mantenimiento de  los 
tejidos,  mediante  la  remodelación  de  la  MEC.  Alteraciones  en  su  expresión  se 
relacionan con el desarrollo de ciertas patologías inflamatorias, artríticas, vasculares y 
neurodegenerativas, así  como con el cáncer. En mamíferos  la  familia de  las ADAMTS 
está formada por 19 miembros, que se clasifican en cinco subgrupos en relación a su 
sustrato específico (Kelwick et al., 2015; Porter et al., 2005; Takeda, 2009) (Tabla 6).  
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De manera general las ADAMTS están compuestas por un dominio proteinasa y 
un dominio auxiliar C‐terminal, que le proporciona la especificidad por el sustrato, le 
permite  la  interacción  con  la  MEC  y  la  regulación  de  su  actividad,  además  de 
determinar  su  localización.  El  dominio  proteinasa  está  compuesto  a  su  vez  por  un 
péptido  señal,  un  prodominio,  un  dominio  catalítico  y  un  dominio  desintegrina, 
mientras  que  el  dominio  auxiliar  está  formado  por  un  número  variable  de  motivos 
repetidos de trombospondina tipo 1  (TSP1), una región rica en cisteína y una región 
espaciadora,  aunque  el  extremo  carboxilo  terminal  puede  variar  según  la  enzima, 
pudiendo contener otros dominios y motivos TSP1  (Apte, 2009; Kelwick  et al.,  2015; 
Porter et al., 2005) (Figura 13).  
Existen múltiples isoformas de las ADAMTS, ya que están sometidas a procesos 
de splicing alternativo, además de modificaciones postranslacionales de glicosilación 
y  proteólisis  implicadas  en  su  secreción,  localización,  activación  y  función  catalítica 
(Apte, 2004; Kelwick et al., 2015; Lin y Liu, 2010). Al igual que las MMPs, las ADAMTS 
son  sintetizadas  de  manera  inactiva  liberándose  como  zimógenos.  Estos  zimógenos 
Tabla 6. CLASIFICACIÓN DE LAS ADAMTS 
GRUPO  MIEMBROS  FUNCIÓN PRINCIPAL 
Agrecanasas y 
proteoglicanasas 
ADAMTS‐1 
ADAMTS‐4 
ADAMTS‐5 
ADAMTS‐8 
ADAMTS‐15 
ADAMTS‐9 
ADAMTS‐20 
Degradación de proteoglicanos: 
• Agrecano del cartílago 
• Versicano del sistema vascular 
• Brevicano y neurocano del sistema nervioso 
Proteinasas 
de COMP 
ADAMTS‐7 
ADAMTS‐12 
Degradación de COMP 
N‐propeptidasas 
del procolágeno 
ADAMTS‐2 
ADAMTS‐3 
ADAMTS‐14 
Maduración del procolágeno 
Proteinasas del Factor  
de von‐Willebrand 
ADAMTS‐13 
Procesamiento del Factor de coagulación de                                
von‐Willebrand 
Enzimas huérfanas 
ADAMTS‐6 
ADAMTS‐10 
ADAMTS‐16 
ADAMTS‐17 
ADAMTS‐18 
ADAMTS‐19 
Función Desconocida  
Asociación con enfermedades genéticas heredadas y 
adquiridas 
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experimentan  un procesamiento  en  el  extremo N‐terminal  mediante  la  eliminación 
del  péptido  señal,  además  del  prodominio,  el  cual  sirve  también  para  el  correcto 
procesamiento y secreción de  la proteína. El prodominio suele contener al menos un 
lugar  de unión para  proproteínas  convertasas  furina  o  similares  a  furina,  quienes  se 
encargan  de  la  activación  intracelular  o  extracelular  de  la  enzima  mediante  su 
eliminación,  aunque  ciertas  agrecanasas  no  necesitan  la  eliminación  del  prodominio 
para  ser  activas.  Una  vez  secretadas,  las  ADAMTS  pueden  sufrir  también 
procesamientos en el extremo C‐terminal, donde está implicada la región espaciadora 
(Fosang et al., 2008; Jones y Riley, 2005; Kelwick et al., 2015; Longpre et al., 2009). 
 
Entre la familia de las ADAMTS, las agrecanasas ADAMTS‐4 y ‐5, y las ADAMTS‐7 
y  ‐12,  están  implicadas  directamente  en  el  proceso  de  degradación  de  la  MEC  y 
pérdida de cartílago en la OA, donde se expresan en los diferentes tejidos articulares 
(Lin y Liu, 2009; Lin y Liu, 2010). 
 
5.3.1. Agrecanasas: ADAMTS‐4 y ADAMTS‐5 
El  grupo  de  las  agrecanasas  y  proteoglicanasas  incluye  una  serie  de ADAMTS 
capaces de romper proteoglicanos de CS que se unen al ácido hialurónico (Stanton et 
al., 2011). El agrecano es uno de los principales componentes de la MEC del cartílago, 
que además protege al colágeno de la degradación. La pérdida de agrecanos de la MEC 
que  se  origina  durante  el  desarrollo  de  la  OA,  es  uno  de  los  eventos  clave  en  el 
Figura 13. Estructura proteica de las ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 y ‐12.
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desarrollo de la enfermedad, originándose ya en estadíos tempranos (Bondeson et al., 
2008;  Huang  y  Wu,  2008;  Kelwick  et  al.,  2015),  lo  que  se  puede  observar  en  la 
detección de sus productos de degradación en el líquido sinovial en pacientes de OA y 
AR  (Arner  et  al.,  1999;  Lohmander  et  al.,  1993).  En  este  proceso  las  agrecanasas 
adquieren un papel esencial. Aunque también existen MMPs y otra proteasas capaces 
de degradar agrecanos, éstas no pueden romper en la secuencia altamente conservada 
del núcleo proteico  implicada en  la patogenia de  la OA, NITEGE373‐374ARGSV del  IGD 
entre el Glu373 y la Ala374, donde sí actúan las agrecanasas (Huang y Wu, 2008; Kelwick 
et  al.,  2015).  Esta  proteólisis  da  lugar  a  la  generación  de  los  neoepítopos  ARGSV  y 
NITEGE, que se observan elevados en el cartílago de pacientes de OA y AR (Hughes et 
al., 1995; Lark et al., 1997).  
La  ADAMTS‐4  o  agrecanasa‐1  y  la  ADAMTS‐5  o  agrecanasa‐2,  también 
conocida  como  ADAMTS‐11,  son  las  principales  implicadas  en  esta  proteólisis  del 
agrecano, siendo también capaces de romper en otras regiones de la molécula (Fosang 
y  Little,  2008;  Huang  y  Wu,  2008).  El  motivo  TSP1  de  las  agrecanasas  juega  un 
importante  papel  en  estos  procesos  de  rotura  gracias  a  su  unión  con  las  cadenas 
laterales de GAGs. Además del sitio de unión a Zn2+, las ADAMTS‐4 y ‐5 poseen un sitio 
de  unión  a  calcio  (Ca2+),  pudiendo  tener  dos  conformaciones  alternativas  del  centro 
activo que se encuentran en equilibrio: una conformación abierta en la que el Ca2+ se 
une  y  una  conformación  cerrada  en  la  que  el  Ca2+  se  libera,  lo  que  representa  un 
mecanismo regulador de su actividad catalítica (Kelwick et al., 2015; Takeda, 2009). La 
ADAMTS‐4 es la más corta de la ADAMTS con sólo un motivo TSP1. Se sintetiza como 
un  precursor  inactivo  sobre  el  que  actúa  la  furina,  eliminando  el  prodominio  y 
activando así a la ezima. En el caso de ADAMTS‐4 esta activación se produce dentro de 
la célula, en la red trans‐Golgi (Wang et al., 2004). El dominio no catalítico parece estar 
implicado en la regulación de su actividad (Kashiwagi et al., 2004). La ADAMTS‐5 sigue 
a  la ADAMTS‐4 en  longitud,  con un motivo TSP1 adicional  en  su extremo C‐terminal 
(Gendron et al., 2007; Huang y Wu, 2008). A diferencia de la ADAMTS‐4, la activación 
de esta enzima es extracelular, de manera que las furinas eliminan su prodominio una 
vez secretada al exterior (Kelwick et al., 2015). En el caso de la ADAMTS‐5 existen dos 
lugares de unión a Ca2+, importantes para la integridad de la estructura de la enzima: 
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uno de los sitios de unión contiene un ion Ca2+, mientras que en el otro se encuentran 
dos iones formando un cluster de calcio (Shieh et al., 2008). Esta enzima posee además 
un lugar de unión a sustratos único, lo que hace pensar que es capaz de unir motivos 
de las moléculas de sustrato diferentes a otras proteasas (Fosang et al., 2008).  
Aunque la ADAMTS‐5 es  la principal agrecanasa en ratón (Fosang et al., 2008; 
Kelwick et al., 2015), existe cierta controversia acerca de cuál de las dos agrecanasas es 
la más importante en humanos (Fosang et al., 2008). Existen evidencias de que ambas 
agrecanasas están implicadas en la patogénesis de la OA (Fosang et al., 2008; Kelwick 
et al., 2015), donde juegan un importante papel mediante la degradación de agrecano 
durante todo el desarrollo de  la enfermedad, principalmente en  las etapas  iniciales y 
finales  (Zhang  et  al.,  2013).Algunos  estudios  consideran  a  la  ADAMTS‐4  la  principal 
implicada  en  la  patogenia  de  la  OA,  debido  a  que  sus  niveles  se  encuentran 
incrementados en el cartílago de dichos pacientes, correlacionándose con una mayor 
degradación del cartílago, mientras que los niveles de ADAMTS‐5 son similares a los de 
las  personas  sanas  (Naito  et  al.,  2007;  Zhang  et  al.,  2013).  Sin  embargo,  estudios  in 
vitro  han  demostrado  que  la  actividad  de  ADAMTS‐5  es  bastante  superior  a  la  de 
ADAMTS‐4  (Gendron  et  al.,  2007).  Por  otro  lado,  la  expresión  de  ADAMTS‐4  puede 
inducirse  con  diferentes  mediadores  proinflamatorios,  como  la  IL‐1β  o  el  TNFα, 
mientras que otros autores señalan que la ADAMTS‐5 es constitutiva (Bau et al., 2002; 
Kataoka  et  al.,  2013;  Sylvester  et  al.,  2012;  Yamanishi  et  al.,  2002),  aunque  existen 
trabajos  que  indican  que  ambas  ADAMTS  pueden  ser  inducidas  (Imada  et  al.,  2008; 
Imada et al., 2010; Kobayashi et al., 2013; Koshy et al., 2002; Song et al., 2007). 
5.3.2. Proteinasas de COMP: ADAMTS‐7 y ADAMTS‐12 
Las ADAMTS‐7 y  ‐12  son  las únicas que poseen un dominio mucina al que se 
unen  las  cadenas de CS, aportándoles  características de proteoglicano  (Somerville  et 
al., 2004). Además contienen un motivo PLAC (proteasa y lacunina) en su extremo N‐
terminal,  con  seis  residuos  conservados  de  cisteína.  Su  procesamiento  depende  de 
furinas y finaliza en el espacio extracelular. La importancia de estas ADAMTS radica en 
su capacidad para degradar COMP (Lin y Liu, 2009; Liu et al., 2006a; Liu et al., 2006b), 
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una  proteína  de  la  MEC  que  contribuye  al  mantenimiento  de  la  estabilidad  del 
cartílago  mediante  su  interacción  con  otros  componentes  de  la  misma,  como  el 
agrecano, el colágeno tipo  II o  la  fibronectina (Di Cesare et al., 2002; Lin y Liu, 2009; 
Rosenberg et al., 1998). Se han descrito fragmentos derivados de su degradación en el 
cartílago, líquido sinovial y suero de pacientes de OA y AR (Neidhart et al., 1997; Saxne 
y Heinegard, 1992). Los motivos TSP1 del extremo C‐terminal de  las ADAMTS‐7 y  ‐12 
son los que les permiten la interacción con COMP (Lin y Liu, 2009; Wei et al., 2014). A 
su vez COMP se asocia con el precursor de granulina‐epitelina (GEP), el cual inhibe la 
actividad de las ADAMTS‐7 y ‐12. Se han descrito también niveles elevados de GEP en 
el tejido sinovial de pacientes de OA y AR (Lin y Liu, 2009; Xu et al., 2007). Asimismo, la 
alfa‐2‐macroglobulina  (α2M)  es  otro  sustrato  de  las  ADAMTS‐7  y  ‐12,  implicado 
también en  la  regulación de ambas. Por otro  lado, ADAMTS‐12  también es  capaz de 
degradar  el  agrecano  de  la MEC,  aunque  con  una  capacidad mucho menor  que  las 
agrecanasas ADAMTS‐4 y ‐5 (Luan et al., 2008). 
Estudios  recientes  indican  que  las  ADAMTS‐7  y  ‐12  están  implicadas  en  la 
patogénesis  de  diferentes  enfermedades,  entre  las  que  se  incluyen  enfermedades 
reumáticas, vasculares y cáncer (Kelwick et al., 2015; Lin y Liu, 2009). Ambas enzimas 
se expresan en  los diferentes  tejidos articulares,  incluyendo cartílago, hueso y  tejido 
sinovial.  Las  ADAMTS‐7  y  ‐12  están  implicadas  además  en  la  inhibición  de  la 
condrogénesis,  actuando  como  dianas  de  la  proteína  relacionada  con  la  hormona 
paratiroidea  (PTHrP)  (Bai  et  al.,  2009a;  Bai  et  al.,  2009b;  Lin  y  Liu,  2009; Wei  et  al., 
2014).  Se  han  descrito  niveles  elevados  de  estas  ADAMTS  en  pacientes  de OA  y  AR 
(Kevorkian  et  al.,  2004;  Liu  et  al.,  2006a;  Liu  et  al.,  2006b).  Además  estas  enzimas 
pueden ser inducidas por estímulos proinflamatorios, aunque en el caso de ADAMTS‐
12 parece depender del tipo celular implicado (Cal et al., 2001; Lai et al., 2014; Luan et 
al., 2008).  
 
 
 6. VÍA
IM
trata
impli
desc
6.1. 
prote
cons
Están
diver
inclu
proli
como
difer
Tamb
mant
proce
las  e
extra
dent
fami
quina
extra
isofo
con 4
por e
S  DE 
PLICADO
 
En  la  b
miento de 
cadas.  Au
ribiremos a
 
MAPK 
Las  MA
ínas  q
ervadas a lo
  implicada
sos  p
yendo  sup
feración  y 
  en  la  res
entes  fu
ién  co
enimiento 
sos  de  ex
ncargadas
celulares  c
ro  de  la 
lias  princi
sa  regu
celulares 
rmas (ERK‐
 isoformas
strés (SAPK
SEÑALIZ
S EN LA
úsqueda  y
la OA, es d
nque  estas
lgunas de la
PK  son  u
uinasas 
 largo de l
s  en  la  re
rocesos 
ervivencia,
migración 
puesta  al 
nciones  m
ntribuyen 
de la home
presión  gé
  de  conec
on  dianas
célula.  E
pales  de 
lada  po
(ERK),  qu
1 y ‐2); la q
 (α, β, γ y δ
), con 3 iso
ACIÓN
 ARTRO
  el  desar
e gran  imp
  vías  son
s principal
n  tipo  d
altament
a evolución
gulación  d
biológico
  apoptosis
celular,  as
estrés  y  e
etabólicas
en  e
ostasis y e
nica,  siend
tar  señale
  específica
xisten  tre
MAPK:  l
r  señale
e  posee
uinasa p38
), y la quin
formas (JN
Y  FACT
SIS 
rollo  de  n
ortancia e
  diversas 
es involucr
e 
e 
. 
e 
s 
, 
í 
n 
. 
l 
n 
o 
s 
s 
s 
a 
s 
2 
, 
asa N‐term
K‐1, ‐2 y ‐3
Figura  1
MAPK.  L
de trans
ORES  D
uevas  dia
l estudio   d
y  se  enc
adas en la p
inal de c‐Ju
). Aunque t
4.  Esquema  d
,  ligando;  R,  r
cripción. 
E  TRAN
nas  terapé
e  las rutas
uentran  in
atología. 
n (JNK) o q
odas las M
e  la  vía  de  s
eceptor  de me
Introdu
 
SCRIPC
uticas  pa
 de señaliz
terrelacion
uinasa act
APK interv
eñalización  de
mbrana;  FT,  fa
cción 
69 
 
IÓN 
ra  el 
ación 
adas, 
ivada 
ienen 
  las 
ctor 
Introducción  
 
70 
 
en  diferentes  funciones  pudiendo  solapar  entre  ellas,  ERK  está más  relacionada  con 
procesos  de  mitosis  y  proliferación  de  células  tumorales,  mientras  que  JNK  y  p38 
tienen  mayor  efecto  en  la  respuesta  a  diferentes  estímulos  de  estrés  y  en  la 
producción de citocinas (Chang y Karin, 2001; Johnson y Lapadat, 2002).  
Todas  las MAPK activan a  sus  sustratos mediante  la  fosforilación  de  residuos 
específicos  de  serina  o  treonina.  Sus  sustratos  incluyen  otras  proteínas  quinasas, 
fosfolipasas, proteínas del citoesqueleto y factores de transcripción. A su vez las MAPK 
también se regulan por fosforilación. Las quinasas de las MAPK (MAPKK), fosforilan a 
las MAPK activándolas. De la misma manera, estas MAPKK son activadas por quinasas 
de  quinasas  de  las  MAPK  (MAPKKK),  quienes  pueden  ser  inducidas  por  diferentes 
estímulos,  incluyendo  mediadores  proinflamatorios,  factores  de  crecimiento, 
mediadores de estrés o ligandos de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), TLRs 
o integrinas (Figura 14). Mientras que las MAPKK son específicas, las MAPKKK pueden 
activar a distintas MAPKK. Por otro  lado,  las  fosfatasas  de MAPK,  se encargan de su 
desfosforilación,  inativándolas  e  inhibiendo  así  su  señalización  intracelular  (Chang  y 
Karin, 2001; Johnson y Lapadat, 2002; Lin et al., 2016). 
  Debido  a  su  implicación  en  numerosas  funciones  celulares,  las  MAPK  se 
relacionan  con  el  desarrollo  de  diferentes  patologías,  incluyendo  enfermedades 
reumáticas  y  cáncer,  representando  una  diana  terapéutica  prometedora  para  el 
tratamiento de  las mismas  (Chang y Karin, 2001;  Johnson y Lapadat, 2002). Entre  las 
patologías  reumáticas,  se  ha  descrito  su  implicación  en  la  OA  y  la  AR,  donde  se 
relacionan con los procesos de inflamación y destrucción articular (Bartok y Firestein, 
2010; Beier y Loeser, 2010). Existen evidencias de la participación de las tres familias 
de MAPK en la OA (Beier y Loeser, 2010). Entre los factores de transcripción implicados 
en la OA activados por MAPK, se incluyen CREB, Runx2 y AP‐1 (Karin, 1995; Taleisnik, 
2006;  Vimalraj  et  al.,  2015),  además  de  estar  relacionadas  con  la  vía  de  Wnt 
(Shahnazari  et  al.,  2008).  Las  MAPK  participan  también  en  la  señalización  de 
mediadores proinflamatorios, entre los que se incluyen los Fn‐fs y citocinas como la IL‐
1β, la IL‐6 o el TNFα, entre otros (Beier y Loeser, 2010; Chang y Karin, 2001; Ding et al., 
2008; Fan et al., 2006; Kanwar et al., 2015; Lu et al., 2015; Ma et al., 2015; Mimata et 
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al., 2012; Yasuda, 2006),  induciendo  la expresión de otros mediadores  inflamatorios, 
como PGE2, NO y diversas citocinas,  incluyendo  IL‐1β,  IL‐6,  IL‐8 y TNFα (Jeong et al., 
2015a;  Jeong  et  al.,  2015b;  Li  et  al.,  2015b;  Ma  et  al.,  2015;  Suzuki  et  al.,  2000). 
Además  de  su  participación  en  la  inflamación,  las  MAPK  están  implicas  en  la 
proliferación  y  apoptosis  de  condrocitos,  así  como  en  la  producción  de  enzimas  de 
destrucción  en  SF  y  condrocitos,  entre  las  que  se  incluyen  ADAMTS,  como  las 
ADAMTS‐4 y ‐5, y MMPs, como las MMP‐1, ‐9 y ‐13 (Beier y Loeser, 2010; Boileau et 
al., 2005; Chang y Karin, 2001; Fan et al., 2006; Han et al., 2001; Hwang et al., 2015; 
Jeong et al., 2015a; Jeong et al., 2015b; Li et al., 2015b; Lu et al., 2015; Mimata et al., 
2012; Saito et al., 2013; Zhou et al., 2015). Las MAPK participan también en procesos 
de osteoclastogénesis  y  diferenciación  de  osteoblastos,  donde  se  relacionan  con  la 
activación de Runx2 (Tornero‐Esteban et al., 2015). 
  Las MAPK  se  presentan  por  tanto  como  una  prometedora  diana  terapéutica 
para el  tratamiento de diferentes patologías. Diversos ensayos  clínicos y estudios en 
modelos animales han demostrado un efecto beneficioso de inhibidores de las MAPK 
en  cáncer  y  enfermedades  reumáticas.  Además  medicamentos  utilizados  para  el 
tratamiento de  la OA como la diacereína, parecen ejercer un efecto  inhibitorio sobre 
esta vía, con consecuencias beneficiosas en la destrucción del cartílago. Sin embargo, 
debido a su gran implicación en diversos procesos biológicos, el uso de estos fármacos 
podría  suponer  importantes  efectos  adversos,  por  lo  que  es  necesario  seguir 
ampliando el estudio en la búsqueda de inhibidores de estas vías (Chang y Karin, 2001; 
Domagala et al., 2006; Johnson y Lapadat, 2002; Kyttaris, 2012). 
 
6.2. PI3K/Akt 
La vía de  la PI3K/Akt es  importante en el desarrollo del  cartílago articular.  La 
PI3K  se  activa  por  fosforilación  mediada  por  diferentes  receptores  entre  los  que 
destacan  los  receptores  tirosina  quinasa,  activados  principalmente  por  citocinas  y 
factores de crecimiento. La unión del ligando al receptor provoca su autofosforilación 
y  la  fosforilación  de  la PI3K.  La  PI3K  activada  fosforila  al  fosfatidil  inositol  difosfato 
(PIP2) quien pasa a convertirse en inositol trifosfato (IP3), fosforilando y activando a la 
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quinasa Akt, quien induce la activación de diferentes factores de transcripción (Beier y 
Loeser, 2010) (Figura 15). Entre  las moléculas capaces de activar esta vía, además de 
citocinas  proinflamatorios  y  factores  de  crecimiento,  se  incluyen  hormonas, 
neurotransmisores, inmunoglobulinas y antígenos (Marone et al., 2008).  
La  vía  de  la  PI3K/Akt  está 
implicada  en  distintas  funciones 
celulares,  incluyendo  proliferación, 
diferenciación,  supervivencia  y 
migración.  Además  participa  en  el 
crecimiento  e  hipertrofia  de 
condrocitos, donde se relaciona con el 
factor de transcripción Runx2 (Fujita et 
al.,  2004).  También  se  relaciona  con 
otras  vías  inducidas  por  mediadores 
proinflamatorios,  como  la  vía  de  las 
MAPK (Beier y Loeser, 2010). Citocinas 
proinflamatorias como IL‐1β, IL‐6, IL‐17 
o  TNFα,  y  factores  de  crecimiento 
como  PDGF  o  TGFβ,  inducen  la 
expresión de mediadores inflamatorios 
y  de  degradación  del  cartílago  en 
condrocitos y SF de AR y OA, mediante 
esta  vía.  Además  es  importante  para  el  desarrollo  y  función  de  linfocitos  T  y  B,  así 
como para  la migración de neutrófilos y mastocitos, en procesos  inflamatorios. Entre 
estos mediadores se incluyen citocinas proinflamatorias como IL‐6 o IL‐8, proteinasas 
como  las MMP‐1, MMP‐3 o MMP‐13, y quimiocinas  como CCL2  (Hwang et al., 2004; 
Litherland  et  al.,  2008; Marone  et al.,  2008; Rosengren  et  al.,  2010).  Por otra parte, 
esta vía está  implicada en  la  síntesis de  la MEC del  cartílago,  incluyendo el  colágeno 
tipo  II  y proteoglicanos  (Beier y  Loeser, 2010). Alteraciones en esta vía  se  relacionan 
con  el  desarrollo  de  ciertas  patologías  como  es  el  caso  de  la  OA,  donde  se  ha 
observado un aumento de la expresión de inhibidores de Akt (Cravero et al., 2009). Por 
Figura  15.  Esquema  de  la  vía  de  señalización  de 
PI3K/Akt  mediada  por  receptores  tirosina  quinasa.  L, 
ligando  (citocinas,  factores de crecimiento); R,  receptor 
tirosina quinasa; FT, factor de transcripción. 
Introducción 
  
73 
 
otro  lado,  una  activación  exacerbada  de  esta  vía  desencadena  una  respuesta 
antiapoptítica  y  proliferativa  que  se  relaciona  con  el  desarrollo  de  enfermedades 
cardiovasculares y diferentes tipos de cáncer (Davies et al., 2000; Oudit et al., 2004). 
 
6.3. NF‐κB 
La  familia  del  factor  de 
transcripción  NF‐κB  está 
compuesta por cinco miembros 
que  pueden  formar 
homodímeros o heterodímeros 
capaces  de  unirse  al  ADN, 
iniciando  así  procesos  de 
transcripción: RelA (p65), RelB, 
c‐Rel,  p50/p105  (NF‐κB1),  y 
p52/p100  (NF‐κB2).  NF‐κB  se 
encuentra  inactivo  en  el 
citoplasma  en  forma  de 
complejo  formado  por  dos  de 
sus  subunidades  unidas  a  la 
proteína  inhibidora  de  NF‐κB 
(IκB). La quinasa de IκB (IKK) es la encargada de su activación. El complejo IKK consta 
de  dos  serin‐treonin  quinasas,  IKKα  e  IKKβ,  unidas  a NEMO  (IKKγ),  quien  regula  la 
transmisión de  señales a  IKKα e  IKKβ, además de estabilizar  su unión. Por otro  lado, 
existen  inhibidores  de  esta  vía,  IκBα,  IκBβ,  IκBε,  capaces  de  unirse  a  NF‐κB  en  el 
citoplasma, impidiendo su translocación al núcleo y la transcripción de los genes diana. 
P100 y p105 pueden también actuar como inhibidores de NF‐κB. Por último, IκBζ y Bcl‐
3 son proteínas otras proteínas relacionadas con IκB, capaces de estimular o inhibir a 
NF‐κB (Marcu et al., 2010).  
Esta  familia  está  implicada  en  la  regulación  del  desarrollo  y  diferenciación 
celular, así como en el crecimiento y supervivencia de las células, tanto en condiciones 
Figura  16.  Esquema  de  la  vía  canónica  de  NF‐κB.  L,  ligando;  R, 
receptor de membrana; FT, factor de transcripción. 
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fisiológicas  como en  cáncer,  así  como en  la  respuesta  inflamatoria  y mecanismos de 
estrés. La vía clásica o canónica del NF‐κB, relacionada con la respuesta inflamatoria, 
implica  al  heterodímero  formado  por  las  subunidades  p65/p50.  En  esta  vía,  el 
complejo  IKK  fosforila  y  ubiquitiniza  a  IκB,  induciendo  su  degradación  por  el 
proteosoma y dejando libres a p65/p50 para su translocación al núcleo, donde se une 
al  sitio  kB  en  la  región  promotora  de  los  genes  diana,  iniciando  así  la  trascripción 
(Figura 16). En la OA y AR esta vía se relaciona con la señalización mediada por TLRs, 
incluyendo  TLR2,  TLR3,  TLR4  y  TLR7,  así  como  con  la  estimulación  por  IL1‐β  y 
fibronectina (Carrion et al., 2011; Marcu et al., 2010; Scanzello et al., 2008; Stylianou y 
Saklatvala, 1998; Su  et al.,  2005; Yasuda, 2006).  La activación de NF‐κB da  lugar a  la 
producción de mediadores de  inflamación y destrucción entre  los que se encuentran 
MMPs,  incluyendo  las MMP‐1,  ‐3,  ‐9 y  ‐13, ADAMTS,  como  las ADAMTS‐4 y  ‐5, uPA, 
citocinas  como  IL‐1β,  IL‐6  o  TNFα,  moléculas  de  adhesión  y  otros  mediadores 
inflamatorios como NO, AGEs, COX‐2 o PGE2 (Bondeson et al., 2007; Bondeson et al., 
2008;  Marcu  et  al.,  2010;  Tobar  et  al.,  2010;  Wang  et  al.,  2014).  Además  de 
incrementar  la expresión de Wnt (Lee y Heur, 2014) e  inducir mediadores  implicados 
en otras vías de señalización, incluyendo β‐catenina y Runx2 (Ji et al., 2016; Marcu et 
al., 2010). 
Por otro lado, la vía alternativa o no canónica del NF‐κB implica principalmente 
a IKKα. A diferencia de la vía clásica, esta vía parece participar en la modulación de la 
inflamación,  atenuando  el  proceso  inflamatorio  agudo.  Por  otro  lado,  IKKα  puede 
también  inducir  la  expresión  de  genes  diana  de  la  vía  clásica  en  respuesta  a 
determinadas señales extracelulares, pudiendo ejercer tanto efectos antiinflamatorios 
como  proinflamatorios.  La  vía  no  canónica  también  participa  en  procesos  de 
supervivencia, proliferación, diferenciación celular  y osteoclastogénesis,  así  como en 
la diferenciación de condrocitos en OA  hacia un  fenotipo hipertrófico  (Marcu  et al., 
2010; Olivotto et al., 2013; Shiotani et al., 2002). 
En los últimos años se han abordado diferentes estrategias para el bloqueo de 
la vía de NF‐κB en diversas patologías inflamatorias y reumáticas, aunque su estudio en 
la OA se encuentra aún en sus primeras etapas. Estudios en modelos animales de AR, 
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han mostrado  tener  efectos  beneficiosos  en  el  proceso  inflamatorio,  así  como  en  la 
degradación del cartílago. Por otro lado, ciertos fármacos usados en el tratamiento de 
la OA, como AINEs, corticoides, DMOADs y diacereína, han demostrado ser efectivos 
en  la  disminución  de  la  activación  de  NF‐κB.  Además,  estudios  con  ARNs  de 
interferencia  pequeños  (siRNAs)  y  estrategias  de  terapia  génica,  han  mostrado 
resultados prometedores. Sin embargo, aún es necesario profundizar en el estudio de 
inhibidores  específicos  que  inhiban  selectivamente  el  NF‐KB  o  alguno  de  los 
componentes de su vía en el  tejido dañado, evitando efectos adversos  (Domagala et 
al., 2006; Marcu et al., 2010; Roman‐Blas y Jimenez, 2006). 
 
6.4. AP‐1 
  AP‐1 es un factor de transcripción compuesto por dos subunidades de la familia 
de  las  proteínas  Fos  (c‐Fos,  FosB,  Fra‐1  y  ‐2),  Jun  (c‐Jun,  JunB  y  JunD),  que  pueden 
formar heterodímeros y, en el caso de Jun, homodímeros, entre ellas y con proteínas 
de la familia del factor activador de la transcripción (TRAF). La conformación de AP‐1 
está regulada mediante fosforilación por quinasas, entre las que destacan las MAPK o 
la proteína quinasa A (PKA), promoviendo la unión de AP‐1 al elemento de respuesta 
al 12‐O‐Tetradecanoilforbol‐13‐acetato (TPA) (TRE), principalmente, aunque diferentes 
dímeros se pueden unir a distintos elementos en el ADN,  incluyendo al elemento de 
respuesta  al  AMP  cíclico  (CRE),  iniciando  la  transcripción  de  sus  genes  diana  (Karin, 
1995; Subbaramaiah et al., 2002; Zenz et al., 2008). AP‐1 está también relacionado con 
otras rutas de señalización, como la vía de Wnt (Bengoa‐Vergniory y Kypta, 2015; Zenz 
et  al.,  2008)  o  el  factor  de  transcripción  Runx2  (Vimalraj  et  al.,  2015).  Existen 
diferentes mediadores capaces de activar esta vía, entre los que se incluyen los Fn‐fs y 
citocinas  como  la  IL‐1β,  además  de  neurotransmisores,  hormonas,  factores  de 
crecimiento, mediadores de estrés y PAMPs (Karin, 1995; Stylianou y Saklatvala, 1998; 
Tremble et al., 1995; Zenz et al., 2008). 
  AP‐1 está implicado en el desarrollo de diferentes enfermedades inflamatorias 
crónicas,  donde  desempeña  un  papel  esencial  en  la  expresión  de  citocinas 
proinflamatorias como IL‐1, IL‐6, IL‐12 o TNFα, así como en la señalización por TLRs e 
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integrinas (Carrion et al., 2011; Tremble et al., 1995; Zenz et al., 2008). Es por ello uno 
de  los  principales  factores  de  transcripción  implicados  en  la  AR  participando  en 
procesos de osteoclastogénesis y en la producción de MMPs como MMP‐1, ‐9, ‐13 y ‐
14  (Asahara  et al.,  1997; Han  et al.,  2001; Shiozawa y Tsumiyama, 2009; Zenz  et al., 
2008).  La  estimulación  de  SF  con  IL‐1β  o  TNFα  in  vitro,  produce  un  incremento  de 
MMPs  asociado  a  AP‐1,  principalmente  a  c‐Fos  y  c‐Jun.  Niveles  elevados  de  estos 
componentes  se  han  observado  en  la membrana  sinovial  de  pacientes  de  AR  y  OA, 
estando implicado en el proceso inflamatorio y de destrucción. AP‐1 está implicado en 
la  liberación de citocinas y otros   mediadores  inflamatorios desde SF, así como en  la 
producción  de  proteinasas  y  en  procesos  de  estrés  oxidativo  en  condrocitos 
(Alaaeddine et al., 1999; Boileau et al., 2005; Carrion et al., 2011; Chang et al., 2015; 
Shiozawa y Tsumiyama, 2009; Shiozawa et al., 2011; Zenz et al., 2008).  
  El  estudio  de  la  vía  de  AP‐1  es  interesante  para  la  búsqueda  de  inhibidores 
específicos para el  tratamiento de enfermedades  inflamatorias y  reumáticas como  la 
OA.  Experimentos  en  animales  KO  han  demostrado  cierta  especificidad  de  célula  y 
tejido  en  algunos  de  los  componentes  de  esta  vía,  algunos  de  los  cuales  están 
implicados en el desarrollo de enfermedades  inflamatorias como  la AR o  la psoriasis. 
Además  en modelos murinos  de  artritis  inducida  por  colágeno  (CIA),  el  bloqueo  de 
componentes AP‐1 muestra efectos beneficiosos,  reduciendo  los niveles de  citocinas 
proinflamatorias y MMPs. En la OA, algunos de los efectos beneficiosos obtenidos con 
determinados  fármacos,  como  los  glucocorticoides,  la  diacereína  o  la  licofelona,  se 
deben en parte a su actuación sobre la vía de AP‐1, observándose con este último una 
disminución de la síntesis de MMPs y un incremento de componentes esenciales de la 
MEC, como el colágenos tipo II o el agrecano. Por otro lado es también importante el 
estudio  del  bloqueo  de  proteínas  quinasas  que  activan  este  factor  de  transcripción 
(Adcock et al., 1994; Aikawa et al., 2008; Boileau et al., 2005; Domagala et al., 2006; 
Karin, 1995; Zenz et al., 2008). 
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6.5. CREB 
CREB forma parte 
de  una  superfamilia  de 
factores de transcripción 
que  contienen  un 
elemento  estructural 
distintivo  denominado 
cremallera de leucina, de 
la  que  también  forman 
parte  el  factor  de 
transcripción  activador 
(ATF) y el modulador del 
elemento  de  respuesta 
al  AMP  cíclico  (CREM). 
CREB  se  expresa  de 
maneara ubicua  y  constante  en  el  organismo.  En  su  estructura posee una  región de 
unión  al  ADN  (bZIP),  encargada  también  de  su  dimerización,  donde  además  se 
encuentra  el motivo  cremallera  de  leucina,  y  una  región  de  activación.  Para  que  se 
produzca  la activación de CREB es necesaria  su  fosforilación.  La  región de activación 
posee a su vez un dominio central de fosforilación por PKA, además de otras regiones 
susceptibles  de  ser  fosforiladas  por  otras  moléculas.  Esta  fosforilación  conlleva  un 
cambio estructural de CREB que,  además de promover  la expresión génica,  ayuda al 
reclutamiento de los coactivadores CBP y p300. Una vez activado, CREB se puede unir 
como  homo‐  o  heterodímero  a  CRE,  iniciando  la  transcripción  de  sus  genes  diana 
(Taleisnik,  2006).  Entre  las  proteínas  con  las  que  CREB  puede  formar  dímeros  se 
encuentran miembros de la familia de AP‐1 (Lopez‐Bergami et al., 2010). 
Se conocen diferentes vías de señalización capaces de activar a CREB. La  ruta 
principal  es  la  vía  dependiente  del  adenosín  monofosfato  cíclico  (AMPc).  Existen 
ligandos específicos capaces de unirse a GPCRs. Esta unión promueve la liberación de 
AMPc  por  parte  de  la  adenilato  ciclasa  (AC),  activando  así  a  la PKA,  quien  a  su  vez 
Figura  17.  Esquema  de  la  vía  de  activación  de  CREB  dependiente  de 
AMPc. L, ligando; R, receptor GPCR. 
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fosforila  a  CREB  activándolo.  Esta  activación  promueve  su  unión  CRE,  activando  la 
transcripción  de  sus  genes  diana  (Figura  17).  Otra  vía  implicada  en  la  activación  de 
CREB es  la vía Ca2+/calmodulina, activada por estímulos capaces de aumentar el Ca2+ 
intracelular.  Por  último,  existen  ciertos  factores  de  crecimiento  que,  mediante  su 
unión a receptores tirosina quinasa, activan diferentes cascadas de señalización, como 
la  vía Ras/ERK  o  la  vía  PI3K/Akt,  capaces  de  promover  también  la  transcripción  de 
genes por parte de CREB (Taleisnik, 2006; Xue et al., 2015). 
El  factor  de  transcripción  CREB  está  implicado  en  la  proceso  inflamatorio  y 
patogénico de la OA y la AR, promoviendo la síntesis de mediadores proinflamatorios, 
como COX‐2 o PGE2, en SF, condrocitos y osteoblastos (McEvoy et al., 2004; Shi et al., 
2006; Vaillancourt et al., 2007) además de diversas quimiocinas y citocinas, como IL‐
1β, IL‐6 o IL‐8 (Dou et al., 2013; Stylianou y Saklatvala, 1998; Zhao et al., 2014a). CREB 
es además capaz de  inducir  la producción de proteinasas  como MMP‐13  (Boileau  et 
al.,  2005;  Bui  et  al.,  2012)  y  la  apoptosis  en  condrocitos  (Xue  et  al.,  2015), 
contribuyendo a  la progresión de  la enfermedad.  Inhibidores de COX y LOX, como  la 
licofelona,  ejercen  sus  efectos  en  parte mediante  la  inhibición  de  CREB,  reduciendo 
además  la  producción de MMP‐13  (Boileau  et  al.,  2005).  Por  otro  lado,  CREB puede 
ejercer  también  efectos  antiinflamatorios  mediante  la  activación  de  GPCRs, 
inhibiendo  la  transcripción  mediada  por  NF‐κB  y  c‐Jun,  así  como  la  producción  de 
mediadores proinflamatorios, e induciendo la liberación de citocinas antiinflamatorias 
como  la  IL‐10  (Delgado  et  al.,  1998; Delgado  et  al.,  1999b;  Kambayashi  et  al.,  1995; 
Strassmann et al., 1994). 
 
6.6. Wnt/β‐catenina 
Wnt pertenece a una familia de glicoproteínas secretadas. Ejerce sus efectos a 
través  de  la  unión  a  Frizzled  (Fzd),  un  receptor  GPCR  con  siete  dominios 
transmembrana. En humanos se han identificado 19 tipos de proteínas Wnt y 10 tipos 
de receptores Fzd diferentes. La señalización de Wnt se puede producir a través de dos 
vías: la vía canónica, dependiente de β‐catenina, y la vía no canónica, implicada en la 
regulación de  la primera  y  en osteogénesis.  Esta última  incluye otras  rutas  entre  las 
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que  se  encuentran  la  vía  del  Ca2+,  la  vía  de  la  PKA  y  CREB,  o  la  vía  de  las MAPK, 
incluyendo p38 y JNK, que activan otros factores de transcripción como Runx2 o AP‐1 
(Bengoa‐Vergniory  y  Kypta,  2015;  Corr,  2008;  Shahnazari  et  al.,  2008;  Zenz  et  al., 
2008). Aunque también se ha descrito la implicación de la vía canónica en la activación 
de Runx2 en osteogénesis  (Gaur et al., 2005; Huang et al., 2007). Entre estas vías de 
señalización, la vía canónica está implicada en diferentes enfermedades, entre las que 
se encuentra  la OA  (Corr, 2008; van den Bosch et al., 2015; van der Kraan y van den 
Berg, 2012). 
La β‐catenina se  localiza 
en  el  citoplasma  de  forma 
inactiva  unida  a  un  complejo 
oligomérico  formado  por  la 
caseína  quinasa  1  (CK1),  la 
poliposis  adenomatosa  coli 
(APC),  la  axina  y  la  glucógeno 
sintasa quinasa 3 beta (GSK3β), 
que  fosforilan  a  la  β‐catenina 
en  el  extremo N‐terminal,  para 
su degradación proteolítica  por 
el  proteosoma.  Este  complejo 
se  encuentra  asociado  a  la 
proteína  Disheveled  (Dsh), 
implicada en  la activación de  la 
β‐catenina.  Dicha  activación 
precisa de la unión de Wnt a su 
receptor  Fzd  y  sus 
correceptores,  las  proteínas 
relacionadas con el receptor de 
las  lipoproteínas  de  baja 
densidad tipo 5 y 6 (LRP5/6), lo 
que  promueve  el 
A
B
Figura 17. Esquema de la vía Wnt/β‐catenina. A. En ausencia de 
Wnt,  la β‐catenina es fosforilada y degradada por el proteosoma. 
B.  La  unión  de  Wnt  a  Fzd  induce  la  activación  de  la  vía  y  la 
liberación de la β‐catenina. 
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desplazamiento de la axina y Dsh hacia Fzd y LRP5/6, el bloqueo de la fosforilación y la 
liberación  de  la  β‐catenina.  La  β‐catenina  desfosforilada,  libre  en  el  citoplasma,  se 
transloca  al  núcleo donde  interacciona  con el  factor derivado de  células  T  (TCF)  y  el 
factor de unión al potenciador  linfoide  (LEF), promoviendo  la expresión de  los genes 
diana (Bengoa‐Vergniory y Kypta, 2015; Corr, 2008; Shahnazari et al., 2008) (Figura 17). 
Existen inhibidores naturales que participan en la regulación de esta vía que incluyen 
proteínas secretadas relacionadas con Fzd (sFRP), el factor inhibidor de Wnt (Wif1) y la 
proteína  Cerberus  (Cer1),  que  se  unen  a  Wnt,  y  las  proteínas  Dickkopf  (Dkk)  y  la 
esclerostina, que se unen a  los  correceptores LRP5/6  (Corr, 2008; Escobar‐Gómez  et 
al., 2009; Shahnazari et al., 2008).  
La  familia  de  Wnt  está  implicada  en  la  regulación  del  crecimiento, 
diferenciación y muerte celular durante la embriogénesis, así como en la formación de 
la articulación sinovial y en el mantenimiento de la homeostasis del cartílago y hueso 
en el adulto. Esta vía está relacionada además con el cáncer y su participación en la OA 
ha ido adquiriendo mayor importancia en los últimos años (Beyer y Schett, 2010; Corr, 
2008;  Guo  et  al.,  2004;  Luyten  et  al.,  2009;  Shahnazari  et  al.,  2008).  En  la OA, Wnt 
están  involucrado  en  procesos anabólicos  que  confluyen  en  la  generación  de  nuevo 
hueso,  originando  la  formación de osteofitos  y esclerosis  subcondral.  Por  otro  lado, 
Wnt  también  contribuye  al  proceso  catabólico,  promoviendo  la  hipertrofia  de  los 
condrocitos  y  la  degradación  del  cartílago  y  el  hueso,  principalmente  mediante  la 
expresión  de  proteinasas  en  SF  y  condrocitos,  entre  las  que  se  incluyen  ADAMTS, 
como  las ADAMTS‐4 y  ‐5, y MMPs,  como  las MMP‐3,  ‐9 y  ‐13  (Beyer y Schett, 2010; 
Blom et al., 2009; Corr, 2008; Hopwood et al., 2007; Ning et al., 2012; Papathanasiou 
et al., 2012; Weng et al., 2012; Yuasa et al., 2008), además de regular la expresión de 
otras  moléculas  como  CD44  o  fibronectina  (Bielefeld  et  al.,  2011;  Corr,  2008;  De 
Langhe  et  al.,  2005;  Sen  et  al.,  2002).  Se  han  observado  niveles  elevados  de 
componentes de esta vía, incluyendo Wnt, β‐catenina y sus genes diana, en cartílago y 
membrana  sinovial  de  pacientes  de  OA  y  RA,  así  como  una  baja  expresión  de 
esclerostina  (Blom  et  al.,  2009;  Dell'accio  et  al.,  2008;  Imai  et  al.,  2006;  Tornero‐
Esteban et al., 2015; van den Bosch et al., 2015). Además, niveles elevados de Dkk1 y 
sFRP3  en  el  suero  de  estos  pacientes  se  relacionan  con  una mejor  progresión  de  la 
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enfermedad  (Lane  et  al.,  2007).  Polimorfismos  en  los  genes  que  codifican  para 
diferentes componentes de  la vía canónica de Wnt así como para sus  inhibidores, se 
han  visto  relacionados  con  el  desarrollo  de  OA,  como  es  el  caso  de  LRP5  o  sFRP3 
(Loughlin et al., 2004; Urano et al., 2007).  
Debido  a  la  implicación  de  la  vía  canónica  de Wnt  en  diversas  patologías,  se 
está incrementando el interés en el estudio de inhibidores selectivos de esta vía para 
el desarrollo de nuevos fármacos. Entre ellos se encuentran inhibidores de la secreción 
de Wnt como IWP‐2 y Wnt‐C59, estabilizadores de la anexina como IWR‐1 y XAV939, e 
inhibidores del  complejo β‐catenina/TCF como  iCRT‐14  (Alcaraz et al., 2010; Bengoa‐
Vergniory y Kypta, 2015).  
 
6.7. Runx2 
Runx  pertenece  a  la  familia  de  factores  de  transcripción  altamente 
conservados, que comparten un dominio común Runt de unión al ADN. La familia de 
Runx  está  compuesta  por  tres  miembros:  Runx1,  Runx2  (también  conocido  como 
AML3,  CBFA1  o  PEBP2Αa)  y  Runx3,  implicados  principalmente  en  hematopoyesis, 
osteogénesis  y  condrogénesis,  y  en  el  desarrollo  gastrointestinal  y  neuronal, 
respectivamente (Owens et al., 2014; van der Kraan y van den Berg, 2012; Vimalraj et 
al.,  2015).  El  gen  de  Runx2  posee  ocho  regiones  exónicas,  con  diferentes  dominios 
activos,  y dos  regiones promotoras  (P1 y P2), que pueden dar  lugar a dos  isoformas 
distintas.  Runx2  puede  formar  heterodímeros  con  el  factor  de  unión  central  beta 
(CBFβ)/proteína de unión al potenciador del polioma 2 beta (PEBP2β), que actúa como 
coactivador de la transcripción. La regulación de Runx2 tiene lugar mediante diferentes 
modificaciones  posttraslacionales,  entre  las  que  cabe  destacar  la  fosforilación,  que 
suele  llevarse a  cabo en el núcleo por  la MAPK ERK  (Vimalraj  et al.,  2015).  Entre  las 
rutas  de  señalización  implicadas  en  la  regulación  de  Runx2  se  incluyen  la  vía  de  las 
MAPK,  la  vía  PI3K/Akt,  la  vía  de  la  PKA  o  la  vía  de Wnt,  además  de  factores  de 
transcripción,  como AP‐1, NFkB  o STAT1, que  interaccionan con Runx2  regulando su 
actividad (Hovhannisyan et al., 2013; Huang et al., 2007; Huang et al., 2012;  Ji et al., 
2016; Li et al., 2015a; Saito et al., 2013; Shahnazari et al., 2008; Vimalraj et al., 2015). 
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En este contexto, el SF juega un papel esencial en el inicio y perpetuación de la 
enfermedad  adquiriendo  un  fenotipo  patogénico  promovido,  tanto  por  mediadores 
inflamatorios liberados en el microambiente articular, donde cabe destacar la IL‐1β y el 
TNFα, como por mutaciones o cambios epigenéticos en el propio SF , asemejándose a 
las  células  tumorales,  con  un  aumento  en  su  proliferación,  migración  y  capacidad 
invasiva (Bartok y Firestein, 2010; Bottini y Firestein, 2013; Lefevre et al., 2009; Muller‐
Ladner  et al.,  1996). A este  fenotipo  invasivo  se  suma el hecho de que  los  SF de AR 
incrementan  la  liberación  de  factores  angiogénicos,  como  VEGF;  moléculas  de 
adhesión, como ICAM‐1 o VCAM‐1; mediadores inflamatorios, como las citocinas IL‐1, 
IL‐6,  IL‐8, TNFα  o GM‐CSF;  quimiocinas,  como CCL2;  prostaglandinas,  como PGE2,  y 
factores  de  crecimiento,  como  el  FGF  o  PDGF.  Estos  SF  aumentan,  además,  la 
producción  de  enzimas  de  degradación,  incluyendo  colagenasas,  como  MMP‐1  o 
MMP‐13, y agrecanasas, ADAMTS‐4 y ‐5, favoreciendo la destrucción articular (Bartok 
y Firestein, 2010; Bottini y Firestein, 2013; Noss y Brenner, 2008).  
 
7.3.  Etiología y fisiopatología 
A pesar de que en  la actualidad se desconoce la etiología de  la AR,   se piensa 
que  posee  un  origen  multifactorial,  en  el  que  estarían  implicados  tanto  factores 
genéticos como ambientales (Firestein, 2003). Entre los factores genéticos asociados a 
la patología se incluyen los subtipos alélicos DR1 y DR4 del gen HLA de clase II DRB1. 
Por otro lado, las infecciones o el tabaquismo como importantes factores ambientales 
que también influirían en el desarrollo de la enfermedad.  
En el  inicio de la AR son importantes los mecanismos de la  inmunidad innata, 
ya  que  la  activación  de  SF  y  SM  está  mediada  por  la  interacción  de  PAMPs  e 
inmunocomplejos  con  sus  receptores  TLRs,  incluyendo  TLR2,  TLR3,  TLR4  y  TLR7,  y 
FcRs,  induciendo una serie de vías de señalización entre las que se destacan la vía de 
las MAPK y los factores de transcripción NF‐κB, AP‐1, y la vía de las quinasa Janus (JAK) 
y  el  transductor  de  señal  y  activador  de  transcripción  (STAT).  La  activación  de  estas 
rutas  induce  la  producción  de  mediadores  inflamatorios,  incluyendo  citocinas, 
quimiocinas y factores de crecimiento y, en consecuencia, una reacción inflamatoria 
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Durante  el  proceso  inflamatorio  de  la  sinovitis,  se  establecen  una  serie  de 
interacciones  entre  los  sistemas  nervioso,  endocrino  e  inmune,  en  los  que 
neurotransmisores,  incluyendo  neuropéptidos,  hormonas  y  citocinas,  juegan  un 
importante papel (Cutolo et al., 2007). De esta forma se establece una comunicación 
bidireccional mediante  la  cual mediadores  inflamatorios modulan  vías  nerviosas  que 
indican la existencia de un proceso inflamatorio al resto de organismo y, a su vez, los 
neuropéptidos  regulan  la  liberación  local  de  dichos mediadores  (Cutolo  et  al.,  2007; 
Sternberg, 2006). En este contexto, la influencia del sistema nervioso simpático (SNS) y 
las fibras nerviosas sensoriales es esencial en el proceso inflamatorio, principalmente 
en la fase crónica de la enfermedad. Las fibras nerviosas simpáticas eferentes llegan a 
la membrana sinovial, procedentes del sistema nervioso central (SNC), acompañando a 
los  vasos  sanguíneos  y  se  ramifican en el  tejido  circundante. Mientras que  las  fibras 
nerviosas sensoriales aferentes  salen desde el  tejido sinovial  inflamado hacia el SNC 
acompañando a grandes grupos de nervios (Cutolo et al., 2007). En la sinovitis el SNS 
ejerce  un  papel  dual.  Mientras  que  al  inicio  de  la  enfermedad  el  SNS  promueve  el 
proceso  inflamatorio, estimulando  la migración, activación y extravasación de células 
hacia  el  foco  inflamatorio,  además  de  activar  proteasas  y  nociceptores;  en  fases 
avanzadas  posee un papel  principalmente  antiinflamatorio,  inhibiendo  la  producción 
de ciertos mediadores. En la fase crónica de la sinovitis, además, la presencia de fibras 
simpáticas  disminuye  en  el  tejido  sinovial,  predominando  las  fibras  sensoriales,  que 
promueven la inflamación (Cutolo et al., 2007; Straub et al., 2013). 
Entre  las  moléculas  que  participan  en  la  neuroinmunomodulación  de  las 
enfermedades reumáticas, destacan las hormonas sexuales, andrógenos y estrógenos, 
que podrían explicar  la mayor  incidencia de estas patologías en mujeres. También es 
destacable la melatonina, que se relaciona con los ritmos circadianos que influyen en 
la sintomatología de la enfermedad (Cutolo et al., 2007; Straub et al., 2013). Además, 
la sustancia P y fragmentos derivados de su degradación parecen tener efectos sobre 
los  SF  y  condrocitos,  induciendo  la  liberación  de  mediadores  proinflamatorios  que 
contribuyen a la patología (Sutton et al., 2009). Por otro lado, existen ciertas hormonas 
y neuropéptidos que se muestran como potenciales herramientas terapéuticas para el 
tratamiento de diversas enfermedades,  incluyendo patologías reumáticas. Entre ellos 
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destacan  ligandos  de  GPCRs  de  clase  B,  entre  los  que  se  encuentran  el  péptido 
intestinal  vasoactivo  (VIP)  y  el  factor  liberador  de  corticotropina  (CRF)  (Couvineau  y 
Laburthe, 2011; Sutton et al., 2009) (Tabla 7, adaptada de Cuvineau y Laburte, 2011). 
 
 
8.2. Péptido intestinal vasoactivo (VIP) 
8.2.1. Caracterización y distribución 
Descrito en 1969 por Said y Mutt en pulmón (Said y Mutt, 1969) y aislado por 
primera vez en 1970 del intestino delgado porcino (Mutt y Said, 1974), VIP es uno de 
los  neuropéptidos  más  estudiados  por  su  carácter  multifuncional  y  pleiotrópico. 
Aunque  originalmente  se  clasificó  como  una  hormona  gástrica,  investigaciones 
posteriores  confirmaron  su  implicación  en  la  regulación  de  diversas  actividades 
biológicas. VIP puede actuar como neurotransmisor, inmunorregulador, vasodilatador 
o  secretagogo  (Delgado  y  Ganea,  2011;  Dickson  y  Finlayson,  2009;  Gomariz  et  al., 
2001;  Gomariz  et  al.,  2006),  lo  que  le  convierte  en  una  potencial  herramienta 
Tabla 7. POTENCIALES APLICACIONES TERAPÉUTICAS DE ALGUNOS LIGANDOS DE GPCRs DE CLASE B 
Ligando  Patología  Referencia 
VIP 
Inflamación y autoinmunidad
Neurodegeneración 
Cáncer 
(Abad et al., 2003; Juarranz et al., 2005) 
(Gozes et al., 2003) 
(Vacas et al., 2013a; Vacas et al., 2013b) 
PACAP 
Inflamación 
Neurodegeneración 
(Abad et al., 2001) 
(Gozes et al., 2003) 
GHRF  Dwarfismo  (Campbell et al., 1995) 
Glucagon  Diabetes  (Brubaker, 2007) 
GLP‐1  Diabetes  (Brubaker, 2007) 
GLP‐2  Síndrome del intestino corto  (Jeppesen, 2006) 
GIP  Diabetes  (Inzucchi y McGuire, 2008) 
CRF 
Estrés 
Inflamación 
(Gilligan y Li, 2004) 
(Smith, 2008; Tsatsanis et al., 2007a) 
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terapéutica para el tratamiento de diversas patologías (Couvineau and Laburthe, 2011; 
Dinsmore  et  al.,  1999;  Gozes  et  al.,  2003;  Haghjoo  et  al.,  1996;  Petkov  et  al.,  2003; 
Vacas et al., 2013) (Tabla 8).  
 
VIP posee una amplia distribución. Se expresa tanto en el SNC como periférico, 
liberándose  en  diferentes  órganos  a  través  de  las  fibras  nerviosas  que  los  inervan. 
Entre  estos  órganos  se    incluye  el  corazón,  pulmón,  riñón,  tiroides  y  los  tractos 
gastrointestinal y urogenital, además de órganos del sistema inmune como bazo, timo, 
nódulos  linfáticos  y  médula  ósea  (Delgado  y  Ganea,  2011).  Además  de  por  las 
neuronas, VIP es producido por células endocrinas e  inmunes. La  importancia de VIP 
en el sistema  inmune  surge en 1990,  con  su detección en  linfocitos  (Gomariz  et  al., 
1990).  En  este  sistema,  VIP  modula,  tanto  de  forma  autocrina  como  paracrina, 
procesos  de  inmunidad  innata  y  adquirida,  teniendo  un  papel  fundamental  en  el 
mantenimiento  de  la  homeostasis  como  inmunomodulador  (Delgado  et  al.,  2002; 
Gomariz  et  al.,  2001; Gomariz  et  al.,  2006).  Actualmente  se  sabe que,  en el  sistema 
inmune,  VIP  puede  ser  liberado  tanto  desde  fibras  nerviosas  como  por  diferentes 
células  inmunes  en  respuesta  a  diversos  estímulos,  como mediadores  inflamatorios, 
Tabla 8. PRINCIPALES ACCIONES DE VIP 
FISIOLÓGICAS  FISIOPATOLÓGICAS 
A corto plazo  Efectos  
• Secreciones exocrinas 
• Liberación de hormonas 
• Relajación muscular 
• Regulación metabólica 
• Antiinflamatorio 
• Inmunomodulación 
• Neuroprotección 
• Analgesia 
• Vasodilatación y broncodilatación 
• Proliferación celular 
A largo plazo  Aplicaciones terapéuticas 
• Ritmos circadianos 
• Regulación del desarrollo cerebral 
• Enfermedades inflamatorias 
• Enfermedades autoinmunes 
• Enfermedades neurodegenerativas  
• Trastornos psiquiátricos 
• Cáncer 
• Disfunción eréctil 
• Hipertensión pulmonar 
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antigénicos  o  apoptóticos.  Entre  las  células  inmunes  capaces  de  producir  VIP  se 
incluyen timocitos, linfocitos T y B, mastocitos, neutrófilos y eosinófilos (Gomariz et al., 
2001;  Gomariz  et  al.,  2006).  Aunque  la  función  principal  de  VIP  parece  ser  la 
antiinflamatoria, VIP posee un papel dual, pudiendo ejercer tanto efectos  inhibidores 
como  activadores  (Abad  et  al.,  2010;  Abad  et  al.,  2012b;  Fernandez‐Martinez  et  al., 
2010), dependiendo del microambiente, del tipo celular y del receptor al que se una, 
así como de la concentración del péptido (Delgado et al., 2002; Gomariz et al., 2001; 
Gomariz et al., 2006).  
8.2.2. Gen, regulación y procesamiento de VIP 
El  gen  del  VIP  humano  se  clonó  por  primera  vez  en  1985  y  se  encuentra 
localizado en el cromosoma 6. Consta de 8837 pares de bases  (pb) organizadas en 6 
intrones y 7 exones, que codifican para diferentes dominios funcionales (Bodner et al., 
1985; Gozes et al., 1986; Tsukada et al., 1985) (Figura 20). 
  Exón 1 Exón 2  Exón 3 Exón 4 Exón 5 Exón 6  Exón 7
Región 
codificante 
Región  
5’‐UTR 
Péptido 
señal 
Extremo    
N‐terminal 
PHM  VIP 
Extremo  
C‐terminal 
Región 
3’‐UTR 
pb  165 117  123 105 132 89  723 
 
 
La  transcripción  y  traducción  del  gen  de  VIP  da  lugar  a  un  precursor de  170 
aminoácidos (aa) denominado prepro‐VIP. El posterior procesamiento postranslacional 
de este precursor, origina un pro‐péptido de 148 aa que,  tras  su procesamiento por 
Figura 20. Estructura del gen de VIP. Transcripción, traducción y procesamiento del precursor de VIP. 
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prohormonas convertasas, da lugar al péptido se conoce como VIP. Además de VIP, a 
partir del precursor se genera otro péptido de 27 aa denominado PHM (Bodner et al., 
1985; Dickson y Finlayson, 2009; Tsukada et al., 1985). La estructura primaria de VIP 
posee  una  secuencia  de  28  aa  y  un  peso  molecular  de  3.326  Da.  Se  trata  de  una 
molécula  de  naturaleza  básica  y  con  carácter  anfipático  (Filizola  et  al.,  1997).  La 
secuencia aminoacídica de VIP se encuentra altamente conservada en  la  filogenia de 
los  vertebrados,  siendo  idéntica  en  distintas  especies  de  mamíferos,  incluyendo 
humano, vaca, rata, cabra, conejo, cerdo y perro (Dickson y Finlayson, 2009).  
Existen  diversos mecanismos  que  participan  en  la  regulación de  la  expresión 
génica  de  VIP,  en  la  que  principalmente  están  implicadas  secuencias  reguladoras 
altamente conservadas, situadas en la región 5’ del gen, entre las que se incluyen: 
¾ Elemento regulador de la expresión dependiente de tejido (TSE) de 425pb, de 
unión a proteínas como Oct‐1 y ‐2 (proteínas de homeodominios POU)(Hahm y 
Eiden, 1998a; Hahm y Eiden, 1998b). 
¾ Elemento  AP‐1/ets  estimulador  y  un  elemento  VSE‐1  silenciador  (Liu  et  al., 
2001). 
¾ Elemento  de  respuesta  acetato  de  forbol miristato  (PMA)  de  7pb  (Liu  et  al., 
2001). 
¾ Regiones  B  con  cajas  E  o  hexámeros  (CACCTG  y  CATGTG)  y  regiones  C  y  D 
represoras (Hahm y Eiden, 1998a; Hahm y Eiden, 1998b). 
¾ Elemento CRE de 17pb de respuesta a AMPc (Ohsawa et al., 1985; Tsukada et 
al., 1987). La proteína quinasa C (PKC) parece también parece estar  implicada 
en dicha regulación, promoviendo la transcripción de VIP (Hahm y Eiden, 1996; 
Ohsawa et al., 1985).  
¾ Elemento CyRE de 180 pb de respuesta a citocinas, sensible a mediadores como 
el factor neurotrófico ciliar o el factor inhibidor de leucemia, de unión a STAT y 
AP‐1 (Dickson y Finlayson, 2009; Symes et al., 1994).  
Además  de  estos  elementos  de  regulación,  el  gen  de  VIP  puede  sufrir 
modificaciones postranscripcionales, donde tienen gran importancia mecanismos que 
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intervienen  en  la  estabilización  de  la  molécula  de  ARN mensajero  (ARNm)  (Sachs  y 
Wahle, 1993; Wolford y Signs, 1995). 
8.2.3. Familia de VIP 
VIP  pertenece  a  una  familia  de  hormonas  y  neuropéptidos  estructuralmente 
relacionados,  con una  secuencia  altamente  conservada a  lo  largo de  la  evolución,  lo 
que  sugiere  un  origen  común  a  partir  de  un  mismo  gen  ancentral.  En  esta  familia 
también se incluyen el péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP)27 
y  PACAP28,  la  helodermina,  el  péptido  histidina  metionina  (PHM),  la  secretina,  el 
factor  liberador  de  la  hormona  del  crecimiento  (GHRF),  el  glucagón,  los  péptidos 
relacionados  con  el  glucagón  (GLP)‐1  y  ‐2  y  el  péptido  inhibidor  gástrico  (GIP), 
(Couvineau  y  Laburthe,  2011;  Delgado  y  Ganea,  2011;  Dickson  y  Finlayson,  2009) 
(Figura 21).  
Péptido  Secuencia aa  Nº aa 
VIP 
PACAP27 
PACAP28 
Helodermina 
PHM 
Secretina 
GHRF 
Glucagon 
GLP‐1 
GLP‐2 
GIP 
H S D A V F T D N Y T R L R K Q M A V K K Y L N S I L N 
H S D G  I F T D S Y S R Y R K Q M A V K K Y L A A V L 
H S D G  I F T D S Y S R Y R K Q M A V K K Y L A A V L G K R Y K Q R V K N K 
H S D A  I F T E  E Y S K  L L A  K  L  A  L Q K Y L A S  I L G S R T S P P P 
H A D G V F T S D F S K L L G Q  L  S A K K Y L E S  L M 
H S D G  T F T S E L S R  L R E G  A R L Q R L L Q G L V 
Y A D A Y F T N S Y R  K V L G Q  L S A R K L L Q D I M S R Q Q G E S N Q E R G A R A R L 
H S Q G T F T S D Y S  K Y  L D S R R A Q D F V QWLM N T 
H A E G T F T S D V S  S Y  L E G Q A A K E F I A W L V K G R 
H A D G S F S D E MN T I  L D N L A A R D F I N W L I Q T K I T D 
Y A E  G T F  I S D Y S  I A M D K I H Q Q D F V NWL L A Q K G K K N D W K H N I T Q 
28 
27 
38 
35 
27 
27 
44 
29 
30 
33 
42 
 
 
 
Además  de  la  homología  en  su  secuencia,  las  proteínas  de  esta  familia 
comparten  otra  serie  de  características,  algunas  de  las  cuales  se  describen  a 
continuación (Dickson y Finlayson, 2009):  
¾ El péptido precursor está conformado por un péptido señal, de 1 a 3 péptido 
bioactivos y péptidos N‐ y C‐terminales. 
¾ El péptido maduro consta de una secuencia lineal de 25 a 50 aa. 
Figura 21. Comparación de secuencias de los péptidos de la familia de VIP. La identidad de secuencia aparece 
marcada en verde y la homología de secuencia en morado (Figura modificada de Couvineau y Laburthe 2011).
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¾ Comparten  características  comunes  en  sus  estructuras  primaria  y  secundaria, 
con estructuras espirales al azar en el extremo N‐terminal y extensas regiones 
α‐helicoidales en el C‐terminal. 
¾ Las  regiones N‐  y  C‐terminal  están  implicadas en  la  actividad biológica  de  los 
péptidos y en el reconocimiento del receptor. 
¾ Pueden poseer giros β hidrofóbicos en su extremo N‐terminal, implicadas para 
en la afinidad por el receptor. 
Esta familia posee una amplia distribución en los sistemas nervioso, endocrino e 
inmune,  ejerciendo  una  gran  diversidad  de  funciones  biológicas,  la  mayoría  de  las 
cuales está mediada por  la señalización mediante GPCRs (Dickson y Finlayson, 2009). 
La  alta  conservación  de  su  secuencia,  la  amplia  distribución  y  la  gran  variedad  de 
funciones  que  ejercen,  ponen  de  manifiesto  la  gran  relevancia  del  papel  que  estas 
proteínas juegan en el organismo. 
8.2.4. Receptores de VIP 
VIP  ejerce  sus  efectos  a  través  de  su  unión  a  receptores GPCRs  de  clase  B  o 
clase  II. Esta subfamilia de receptores GPCR está compuesta por 15 miembros, entre 
los que se encuentran los receptores para los miembros de la familia de VIP, así como 
receptores para otras moléculas no relacionadas con él, como el CRF. Estos receptores 
tienen  una  gran  importancia  en  diversas  patologías  humanas.  Pueden  además  sufrir 
procesos de splicing alternativo, que afectan a  la afinidad por el  ligando y  las vías de 
señalización. Los GPCRs de tipo B tienen una baja homología con otros miembros de la 
superfamilia  y  poseen  una  serie  de  características  comunes  y  otras  propias  de  la 
subfamilia  (Couvineau  y  Laburthe,  2011;  Couvineau  y  Laburthe,  2012;  Dickson  y 
Finlayson, 2009; Furness et al., 2012; Laburthe et al., 2007) (Figura 22): 
¾ Siete  dominios  transmembrana  (TM1‐7)  conectados  por  tres  bucles 
extracelulares (EC1‐3) y tres bucles intracelulares (IC1‐3), encargados de regular 
la interacción con la proteínas G. 
¾ Un  dominio  N‐terminal  extracelular  largo  con más  de  120  residuos,  principal 
encargado en la unión al ligando.  
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¾ Seis  residuos  de  cisteína  altamente  conservados  en  el  extremo  N‐terminal 
conectados  por  tres  puentes  disulfuro,  que  contribuyen  a  mantener  la 
conformación espacial del receptor.  
¾ Un  péptido  señal  hidrofóbico,  implicado  en  la  inserción  a  la  membrana 
plasmática. 
¾ Varios sitios de glicosilación altamente conservados en el extremo N‐terminal, 
implicados en el transporte del receptor. 
¾ Ausencia de motivos arquetípicos de los GPCRs de clase A. 
¾ Compleja organización génica con diversos intrones. 
 
Los receptores de VIP fueron descubiertos en 1970 y clonados en  los años 90. 
Estos  GPCRs  se  localizan  en  la  membrana  plasmática  de  diferentes  poblaciones 
celulares, tanto en el sistema nervioso central como en tejidos periféricos (Laburthe et 
al., 2007), aunque recientemente se ha descrito su presencia  intranuclear  (Gobeil et 
al., 2006; Valdehita et al., 2010). Existen tres tipos de receptores de VIP y PACAP:  
Figura 22. Representación esquemática de la estructura de los GPCRs.
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¾ Modificaciones transcripcionales mediadas por hormonas y citocinas (Kakurai 
et al., 2001; Pei, 1996). 
¾ También se ha descrito  la presencia de miRNAs que modulan  la expresión de 
VPAC1 (Paladini et al., 2014). 
8.2.5. Vías implicadas en la señalización de VIP 
En  la  vía  canónica,  la  unión  de  VIP  a  sus  receptores  desencadena  un  cambio 
conformacional del  receptor que permite  la unión de  los dominios citoplásmicos con 
proteínas  G  heterotriméricas,  promoviendo  el  intercambio  de  GDP  por  GTP  en  la 
subunidad  Gα,  disociándose  del  dímero  Gβγ.  Esta  disociación  desencadena  la 
activación de diferentes vías de señalización que, finalmente, modulan la actividad de 
diferentes factores de transcripción. El subtipo de proteína G con la que interacciona el 
receptor  va  a  determinar  las  diferentes  rutas  de  señalización  activadas  (Laburthe  y 
Couvineau, 2002; Langer, 2012). Entre las vías implicadas en la señalización de VIP se 
incluyen (Figura 26): 
¾ La vía de la AC, es la principal vía activada por VIP, en la que están implicadas 
proteínas  Gαs.  El  acoplamiento  a  las  proteínas  Gαs  activa  a  la  AC,  la  cual, 
mediante la producción de AMPc, activa a la PKA (Delgado et al., 2002; Langer, 
2012). Esta activación promueve a su vez la señalización de la MAPK‐ERK, que 
induce procesos de proliferación y diferenciación (Gutierrez‐Canas et al., 2005; 
Le Pechon‐Vallee et al., 2000). Esta vía es  la principal  implicada en  los efectos 
antiinflamatorios de VIP, mediante la inducción de la transcripción de CREB y la 
inhibición  de  c‐Jun,  generando  la  producción  de  citocinas  antiinflamatorias  e 
inhibiendo la expresión de mediadores proinflamatorios (Delgado et al., 1998; 
Delgado  et  al.,  2002;  Delgado  y  Ganea,  2011;  Juarranz  et  al.,  2005;  Langer, 
2012). La vía de la AC también se relaciona con la PI3K (Gutierrez‐Canas et al., 
2005).  
¾ La  vía  de  la  fosfolipasa  C  (PLC),  en  la  que  están  implicadas  principalmente 
proteínas Gαq/Gαi. Estas proteínas G activan a  la PLC, generando  la hidrólisis 
del  PIP2  y  produciendo  IP3  y  diacilglicerol  (DAG).  El  DAG  activa  a  la  PKC, 
Introducción  
 
98 
 
mientras  que  el  IP3,  promueve  la  liberación  del  Ca
2+  desde  el  retículo 
endoplásmico,  aumentando  el  Ca2+  intracelular.  Asimismo,  el  dímero  Gβγ 
también  puede  activar  canales  de  Ca2+  en  superficie,  induciendo  también  la 
activación de  la PLC  (Dickson y  Finlayson, 2009;  Langer,  2012).  Por otro  lado, 
existen  también  estudios  que  indican  que  las  vías  del  AMPc  y  del  Ca2+  se 
encuentran interrelacionadas (Hagen et al., 2006). Esta vía también es capaz de 
inducir efectos antiinflamatorios, inhibiendo la transcripción por parte de NF‐κB 
(Delgado et al., 1998; Delgado et al., 2002; Juarranz et al., 2005). 
¾ La  señalización  de  VIP  también  puede  estar  mediada  por  otras  rutas  de 
señalización, entre las que se incluye la vía de la fosfolipasa D (PLD), que puede 
ser activada por VPAC1 y VPAC2 (Dickson y Finlayson, 2009; Langer, 2012).  
¾ Interacciones  de  VPAC1  y  VPAC2  con  proteínas  de  interacción  con  GPCRs 
(GIPs),  entre  las  que  se  incluyen  las  RAMPs,  activan  vías  de  señalización  no 
canónicas (Couvineau y Laburthe, 2011; Couvineau y Laburthe, 2012). 
¾ Estudios recientes ponen de manifiesto  la relación de  la señalización mediada 
por  VIP  y  PACAP  con  rutas  de  señalización  implicadas  en  procesos  de 
condrogénesis y osteogénesis, como el factor de transcripción Runx2 o las vías 
de Wnt/β‐catenina, de Hedgehog y de  la proteína morfogenética ósea (BMP) 
(Juhász et al., 2015).  
Figura 26. Principales vías implicadas en la señalización de VIP.
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8.2.6. VIP en inflamación y enfermedades reumáticas 
La amplia distribución de VIP y sus receptores, así como la multitud de procesos 
fisiológicos en los que se encuentra implicado, hacen que se perfile como un potencial 
agente  terapéutico  para  el  tratamiento  de  diversas  patologías,  entre  las  que  se 
incluyen  la  impotencia  sexual,  el  cáncer,  enfermedades  neurológicas  como  el 
Alzheimer  o  el  Parkinson,  o  patologías  vasculares  como  el  infarto  cerebral  o  la 
hipertensión pulmonar (Couvineau y Laburthe, 2011; Dinsmore et al., 1999; Dogrukol‐
Ak et al., 2004; Gozes et al., 1996; Korkmaz et al., 2010; Petkov et al., 2003; Vacas et 
al.,  2013b).  Además  de  su  potencial  terapéutico  en  estas  patologías,  en  los  últimos 
años VIP se ha identificado como un neuropéptido claramente antiinflamatorio, capaz 
de modular  diferentes mediadores. Diversos  estudios  in  vitro  y modelos  animales  in 
vivo han demostrado su papel antiinflamatorio. Debido a su carácter pleiotrópico y a 
su capacidad de actuación incluso en fases avanzadas de la enfermedad, VIP se postula 
como un claro candidato para el diseño de medicamentos dirigidos al tratamiento de 
patologías inflamatorias y autoinmunes tales como la enfermedad de Crohn, la colitis 
ulcerosa,  la  esclerosis  múltiple,  la  diabetes  autoinmune,  la  sarcoidosis  o  el  choque 
séptico (Abad et al., 2003; Abad et al., 2006; Abad et al., 2012a; Gomariz et al., 2006; 
Prasse  et  al.,  2010;  Rosignoli  et  al.,  2006).  El  papel  antiinflamatorio  de  VIP  en  el 
sistema  inmune  queda  reflejado  en  su  capacidad  para  inhibir  diferentes  acciones 
proinflamatorias como la migración, adhesión y proliferación de linfocitos, macrófagos 
y polimorfonucleares,  la actividad fagocítica de macrófagos o la acción de células NK. 
VIP  además  inhibe  la  producción  de  inmunoglobulinas,  quimiocinas,  citocinas 
proinflamatorias  y  otros  mediadores  inflamatorios  como  el  NO.  Por  otro  lado,  VIP 
induce  la  liberación de  citocinas  antiinflamatorias,  influye  en  el  balance de  células  T 
(Delgado et al., 1999b; Delgado et al., 2002; Gomariz et al., 2001; Leceta et al., 2007) y 
modula  la  señalización mediada  por  TLRs  (Arranz  et  al.,  2006;  Arranz  et  al.,  2008b; 
Carrion et al., 2011; Gutierrez‐Canas et al., 2006). 
Entre  las  enfermedades  inflamatorias  y  autoinmunes  en  las  que  VIP  ha 
demostrado tener efectos beneficiosos, se  incluyen enfermedades reumáticas como 
Introducción  
 
100 
 
la AR o la OA. En estas patologías, el efecto antiinflamatorio de VIP es el resultado de 
diferentes mecanismos de acción: 
¾ En el modelos animales de AR, disminuye la frecuencia y retrasa el inicio de la 
enfermedad, reduce la sintomatología y previene el daño articular (Delgado et 
al., 2001; Juarranz et al., 2005).  
¾ Regula  el  balance  Th1/Th2,  incrementando  la  respuesta  Th2  mediante  la 
reducción de interferón γ (IFNγ) e incrementando la IL‐4 (Delgado et al., 1999a; 
Delgado et al., 2002; Gomariz et al., 2001). 
¾ Reduce el perfil patogénico de  las células Th17 (Jimeno et al., 2015; Leceta et 
al., 2007). 
¾ Disminuye los niveles de autoanticuerpos anticolágeno (Delgado et al., 2002).  
¾ Reduce  mediadores  proinflamatorios  incluyendo  quimiocinas  como  MIP‐2, 
MIP1‐α, MIP‐1β, CCL2, CXCL8 o RANTES (regulador de la activación de células T 
normalmente expresadas y secretadas o CCL5), citocinas proinflamatorias como 
IL‐1β, IL‐6, IL‐12, IL‐23, TNFα o IFNγ, además de otros mediadores inflamatorios 
como NO y alarminas (Carrion et al., 2013; Carrion et al., 2014; Delgado et al., 
2002; Gutierrez‐Canas et al., 2006; Juarranz et al., 2004). 
¾ Incrementa  citocinas  antiinflamatorias  como  IL‐10  o  IL‐1Ra  (Delgado  et  al., 
1999b; Delgado et al., 2002). 
¾ Disminuye  la  síntesis  de  MMPs  (Carrion  et  al.,  2011;  Carrion  et  al.,  2014; 
Delgado et al., 2002). 
¾ Modula la señalización de TLRs, incluyendo TLR2, TLR3, TLR4 y TLR7 (Arranz et 
al.,  2008a;  Carrion  et  al.,  2011;  Gomariz  et  al.,  2010;  Gutierrez‐Canas  et  al., 
2006). 
¾ Induce  la  transcripción mediada  por  CREB  e  inhibe  la MAPK  JNK  y  c‐Jun,  de 
manera AMPc dependiente, y NF‐κB, vía AMPc  independiente  (Delgado et al., 
1998; Juarranz et al., 2005). 
En la AR y la OA se observa además la presencia de VIP en el suero y el líquido 
sinovial  de  los  pacientes  (Lygren  et  al.,  1986).  Asimismo,  VIP  también  parece  estar 
implicado en los procesos de remodelación ósea que tienen lugar en estas patologías, 
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aunque existen resultados contradictorios acerca de los efectos del péptido (Juarranz 
et  al.,  2005;  Persson  y  Lerner,  2011),  que pueden  ser debidos  a  las distintas  vías  de 
señalización activadas. 
Tanto en AR como en OA, los efectos antiinflamatorios de VIP pueden estar en 
parte promovidos por sus efectos sobre el SF, como se demuestra en diversos estudios 
in vitro (Carrion et al., 2011; Carrion et al., 2013; Carrion et al., 2014; Gutierrez‐Canas 
et al., 2006; Juarranz et al., 2004). Dichos SF expresan VIP, siendo mayor su expresión 
en OA que en AR. En cuanto a sus receptores, los SF de OA expresan preferentemente 
VPAC1,  mientras  que  los  de  RA  expresan  más  VPAC2,  el  cual  parece  estar  más 
implicado en los efectos antiinflamatorios del péptido. En ninguno de los dos tipos de 
SF se ha detectado la presencia del receptor PAC1 (Juarranz et al., 2008). Por otro lado, 
también se han relacionado alteraciones en los receptores de VIP con el desarrollo de 
patologías  reumáticas.  Pacientes  de  OA,  AR  y  espondilitis  anquilosante,  presentan 
bajos  niveles  de  VPAC1  y  una  respuesta  a  VIP  deficiente.  Estudios  recientes  han 
descrito  además  una  asociación  entre  la  pérdida  de  expresión  de  VPAC1  con  una 
mayor  gravedad  de  la  enfermedad  en  pacientes  de  artritis  de  reciente  comienzo 
(Seoane  et  al.,  2016).  Esta  reducida  expresión  se  asocia,  además,  con  ciertos 
polimorfismos  del  gen  de  VPAC1  en  RA  (Delgado  et  al.,  2008;  Juarranz  et  al.,  2008; 
Paladini  et  al.,  2008;  Sun  et  al.,  2006).  Asimismo,  pacientes  de  esclerosis  múltiple 
presentan una baja expresión de VPAC2 (Sun et al., 2006).  
Estudios recientes asocian también los niveles de VIP con la progresión de las 
enfermedades reumáticas. En pacientes de OA, los niveles de VIP en líquido sinovial y 
cartílago están  inversamente relacionas con  la progresión del daño articular  (Jiang et 
al.,  2012).  Asimismo,  en  espondiloartritis  y  artritis  de  reciente  comienzo,  los  niveles 
basales de VIP en suero son menores en los pacientes con peor pronóstico. Este hecho 
apunta  también  al  uso  de  VIP  como  un  potencial  biomarcador  pronóstico  y  de 
severidad  de  la  enfermedad  (Gonzalez‐Alvaro  et  al.,  2015;  Martinez  et  al.,  2014; 
Seoane et al., 2015).  
 
Introducción  
 
102 
 
8.3. Factor liberador de corticotropina (CRF)  
8.3.1. Caracterización y distribución 
 
Caracterizado inicialmente en la pituitaria de rata y aislado por primera vez en 
1981  del  hipotálamo  ovino  (Vale  et  al.,  1981),  el  CRF,  también  conocido  como 
hormona liberadora de corticotropina (CRH), es el principal regulador de la respuesta 
al estrés, participando también en el control de la ansiedad, la excitación, el apetito y 
Figura 27. Representación esquemática del eje HPA y modulación del tejido sinovial inflamado. 
              Circulación sanguínea                           Regulación del eje HPA   
              Fibras simpáticas eferentes                          Fibras sensoriales aferentes 
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las  funciones  cognitivas  (Kuperman  y  Chen,  2008).  En  el  SNC  forma  parte  del  eje 
hipotálamo‐pituitaria‐adrenal  (HPA), encargado de  inducir  regular  la  función adrenal. 
Neuronas  del  núcleo  paraventricular  del  hipotálamo  liberan  CRF  en  respuesta  a 
estímulos  centrales  y  periféricos,  llegando  a  la  pituitaria  anterior  a  través  de  la 
circulación portal, donde estimula  la expresión de proopiomelanocortina  (POMC).  La 
rotura  proteolítica  de  POMC  da  lugar  a  la  generación  de  la  hormona 
adrenocorticotropa  (ACTH),  que  es  liberada  a  la  circulación  sistémica,  llegando  a  la 
corteza  adrenal  donde  induce  la  síntesis  y  liberación  de  glucocorticoides, 
principalmente cortisol. A su vez fibras nerviosas del SNS inervan el propio eje HPA y el 
CRF  también  se  expresa  en  las  glándulas  adrenales  o  suprarrenales,  existiendo  un 
circuito  regulador  intra‐adrenal.  Por  otro  lado,  niveles  altos  de  cortisol  y  de  ACTH 
pueden inhibir la liberación de CRF desde el hipotálamo, y el cortisol,  la liberación de 
ACTH desde la glándula pituitaria, y viceversa, niveles bajos promueven su liberación, 
regulando así el propio eje HPA (Tsatsanis et al., 2007b) (Figura 27). 
Además de su expresión en el SNC y su papel en  la  regulación del estrés, CRF 
también se expresa en diversos tejidos periféricos, pudiendo ejercer diferentes efectos 
de  manera  autocrina  y  paracrina,  interviniendo  en  diversas  funciones  fisiológicas  y 
patofisiológicas. En 1990 se detectó por primera vez la presencia de CRF en células del 
sistema  inmune  (Stephanou  et al.,  1990). Entre  los órganos del  sistema  inmune que 
expresan CRF se incluyen el timo, el bazo y nódulos linfáticos. También se ha detectado 
la presencia de CRF en la membrana sinovial. Además de la expresión a nivel local, el 
CRF  se  libera  en  estos  órganos  a  través  de  las  fibras  nerviosas  simpáticas  que  los 
inervan (Baigent, 2001; Bileviciute et al., 1997; Crofford et al., 1993). La expresión de 
péptidos de  la  familia de CRF se ha descrito  también en distintas células del  sistema 
inmune, incluyendo linfocitos T y B, neutrófilos, macrófagos, mastocitos y fibroblastos, 
además de células epiteliales (Baigent, 2001; Fekete y Zorrilla, 2007; Kempuraj et al., 
2004; Ottaviani et al., 1998; Smith, 2008; Tsatsanis et al., 2007b). Aunque estas células 
expresan  CRF  constitutivamente  a  bajos  niveles,  factores  de  estrés  como  la  hipoxia, 
hipotermia o hiperosmolaridad, así como mediadores inflamatorios como la IL‐1, la IL‐
6 o el TNFα, pueden promover  su  liberación,  tanto a nivel  local  como en el eje HPA 
(Baigent,  2001;  Smith,  2008;  Tsatsanis  et  al.,  2007b).  Por  otro  lado,  macrófagos 
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residentes y células de la médula adrenal son también capaces de producir mediadores 
inflamatorios,  como  citocinas  o  prostaglandinas,  en  la  propia  glándula  adrenal.  Así 
pues, la relación entre el sistema inmune y el eje HPA se puede dar a diferentes niveles 
(Straub y Cutolo, 2001; Tsatsanis et al., 2007b) (Figura 31):  
a. Mediadores  inflamatorios actúan sobre receptores sensoriales, estimulando la 
liberación de  CRF  desde el hipotálamo, a  través de  fibras nerviosas,  y a nivel 
local, desde las células activadas. 
b. Mediadores inflamatorios promueven la liberación de glucocorticoides desde la 
glándula adrenal, actuando directamente sobre el eje HPA, ya sea de manera 
sistémica o local. 
A  su  vez  péptidos  de  la  familia  de  CRF  son  capaces  de modular  la  respuesta 
inmunitaria,  estableciéndose  un  bucle  de  retroalimentación  entre  ambos  sistemas. 
Esta inducción puede ser (Tsatsanis et al., 2007b): 
a. Directa: mediante la estimulación de la liberación de mediadores inmunes por 
parte del CRF. 
b. Indirecta: mediante la inducción de la síntesis y liberación de glucocorticoides 
con propiedades inmunomoduladoras.  
Todas estas interacciones existentes entre el sistema inmune y los péptidos de 
la  familia  de  CRF,  ponen  de  manifiesto  su  importante  papel  en 
neuroinmunomodulación. 
8.3.2. Gen, regulación y procesamiento de CRF 
El  promotor  de  CRF  contiene  una  serie  de  regiones  de  unión  para  diferentes 
factores de transcripción (Kageyama y Suda, 2009; Kageyama et al., 2011; King et al., 
2002; Ni et al., 2002; Nicholson et al., 2004) (Figura 28):  
Figura 28. Imagen esquemática del promotor de CRF.
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¾ Un elemento CRE, de unión a CREB. Este elemento está regulado por la vía del 
AMPc y la PKA, además de por glucocorticoides. 
¾ Una región de unión a AP‐1. 
¾ Un elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE). 
¾ Un elemento de respuesta negativo a glucocorticoides (nGRE). 
¾ Un elemento de respuesta a estrógenos (ERE). 
¾ Elementos de respuesta a esterol (SRE). 
El  gen  de  CRF  posee  dos  exones  y  un  intrón  corto  de  700‐800  pb,  según  la 
especie, que contiene un elemento REST/NRSF  implicado en su regulación, pudiendo 
funcionar como inductor o inhibidor de su expresión. Mientras que el exón 1 contiene 
la mayor parte de  la  región 5’ no traducida, el exón 2 codifica para el propéptido de 
CRF,  originando  una  molécula  de  191  pb  que,  tras  su  procesamiento,  da  lugar  al 
péptido CRF de 41 pb en mamíferos (Gysling et al., 2004).  
8.3.3. Familia de CRF 
Péptido  Secuencia aa  Nº aa 
CRF 
UCN1 
UCN2 
UCN3 
 
S E  E P P  I S L D L T F H L L R E VL E M A R A E Q L A Q Q A H S N  R K L M E I  I 
   D N P S L S  I D L T F H L L R T L L E  L A R T Q S Q R  E R A  E Q N R  I  I  F D S V  
           I  V L S L D V P I G L L Q I L L E Q A R A R A A R E Q A T  T N A  R  I  L A R V 
           F T L S L D V P T N IMN L L F N  I A K A K N L R A Q A A A N A H L M A Q I 
41 
40 
38 
38 
 
 
 
 
CRF  pertenece  a  una  familia  formada  por  el  propio  CRF  y  por  tres 
neuropéptidos  estructuralmente  relacionados  con  él,  las  urocortinas  (UCNs)  (Figura 
29): 
¾ UCN1 o UCN recibe su nombre por su alta homología con la urotensina de los 
osteictios y con el CRF. Al igual que el CRF, se encuentra altamente conservada 
en los mamíferos y es también capaz de estimular la producción de ACTH desde 
la pituitaria (Tsatsanis et al., 2007b). Además de su expresión en el SNC, donde 
posee  principalmente  una  distribución  caudal,  en  se  expresa  en  diversos 
órganos  y  tejidos  periféricos,  incluyendo  tejido  adiposo,  corazón,  intestino, 
Figura 29. Comparación de secuencias de los péptidos de la familia de CRF. La identidad de secuencia de la familia 
aparece marcada en verde. La homología desecuencia de las UCNs en rojo. La homología de secuencia de CRF y 
UCN1 en morado. La homología de secuencia de UCN2 y UCN3 en azul (Figura modificada de Fekete y Zorrilla 
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testículos,  riñon,  médula  adrenal  y  pituitaria  anterior.  Respecto  al  sistema 
inmune, se ha detectado su expresión en timo, bazo y piel, donde es producido 
por linfocitos, macrófagos, mastocitos y fibroblastos (Fekete y Zorrilla, 2007). 
¾ UCN2  o  péptido  relacionado  con  la  estrescopina.  Muestra  una  amplia 
distribución  en  tejidos  periféricos,  incluyendo  músculo  esquelético,  corazón, 
pulmón, glándula adrenal, piel, placenta, membrana fetal y células sanguíneas 
(Fekete y Zorrilla, 2007). Entre sus funciones destaca su papel modulador en la 
homeostasis  de  la  glucosa  y  en  distintas  funciones metabólicas  (Kuperman  y 
Chen, 2008).  
¾ UCN3  o  estrescopina.  Posee  una  alta  homología  con  la  UCN2,  implicada 
también  en  la  homeostasis  de  la  glucosa  y  en  funciones  metabólicas.  Se 
encuentra  altamente  expresada  en  páncreas  (Kuperman  y  Chen,  2008)  y  en 
otros tejidos y órganos periféricos  incluyendo bazo, tiroides, glándula adrenal, 
pituitaria, tejido adiposo, corazón, riñón, estómago, intestino, ovario, placenta 
y membranas fetales (Kuperman y Chen, 2008). 
Tabla 9. FAMILIA DE CRF 
Características  CRF  UCN1  UNC2  UCN3 
Año clonación  1981  1995  2001  2001 
Cromosoma humano  8  2  3  10 
Exones del gen  2  2  2  2 
Precursor (aa)  191  124  112  161 
Péptido (aa)  41  40  38  38 
Afinidad CRFR1  Sí  Sí  No  No 
Afinidad CRFR2  Sí  Sí  Sí  Sí 
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8.3.4. Receptores de CRF 
Los neuropéptidos de la familia de CRF regulan distintas actividades biológicas 
mediadas por dos receptores GPCR de clase B, a los que se unen con distinta afinidad  
(Tabla 9, adaptada de Gysling et al., 2004): 
¾ El  receptor  de  CRF  tipo  1  (CRFR1),  expresado  principalmente  en  el  SNC  y  la 
pituitaria  anterior,  une únicamente  CRF  y UCN1.  Se  trata  de  una  proteína  de 
415 aa,  con una homología del 30% con el  resto de péptidos de  la  familia de 
CRF  (Chalmers  et  al.,  1996;  Tsatsanis  et  al.,  2007b).  Su  gen  se  localiza  en  el 
cromosoma  17  y  contiene  14  exones  que  pueden  dar  lugar  a  8  variantes  de 
splicing (α, β, c, d, e, f, g y h) en humanos (Grammatopoulos y Chrousos, 2002; 
Pisarchik y Slominski, 2004; Slominski et al., 2004). 
¾ El receptor de CRF tipo 2 (CRFR2), su mayor expresión se ha descrito en tejidos 
periféricos, aunque también se expresa en el SNC. Presenta mayor afinidad por 
las  UCNs  que  por  el  CRF.  Su  gen  codifica  para  una  proteína  de  411  aa,  que 
comparte un 71% de homología con CRFR1 (Chalmers et al., 1996; Tsatsanis et 
al.,  2007b).  Se  localiza  en  el  cromosoma  17  y  posee  15  exones  que,  en 
humanos,  dan  lugar  a  tres  variantes  de  splicing  (α,  β  y  γ),  de  las  cuales  el 
CRFR2α  se  expresa  principalmente  en  tejidos  periféricos  (Grammatopoulos  y 
Chrousos, 2002; Kuperman y Chen, 2008; Slominski et al., 2004) . 
Debido  a  su  gran  homología  y  al  hecho  de  que  ambos  neuropéptidos  son 
capaces de unirse a  los dos tipos de receptores, CRF y UCN1 comparten un espectro 
farmacológico  común,  teniendo  efectos  fisiológicos  similares.  La  principal  diferencia 
entre ambos se debe a la afinidad por cada uno de los receptores. Mientras que CRF 
tiene  mayor  afinidad  por  CRFR1,  la  UCN1  se  une  con  la  misma  afinidad  a  ambos 
receptores (Gysling et al., 2004; Kuperman y Chen, 2008). Debido a que el CRFR1 es el 
principal  implicado  en  las  respuestas  relacionadas  con  el  estrés,  mediando 
principalmente efectos ansiogénicos, CRF parece tener mayor implicación en este tipo 
de  respuestas, mientras  que  el  CRFR2  está más  implicado  en  respuestas  ansiolíticas 
(Gysling et al., 2004; Tsatsanis et al., 2007b). 
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Además de expresarse en el hipotálamo y otras localizaciones del SNC, tanto los 
péptidos  de  la  familia  de  CRF  como  sus  receptores  se  expresan  también  en  tejidos 
periféricos, incluyendo las glándulas adrenales y células del sistema inmune, pudiendo 
ser  liberadas  además  por  neuronas  del  SNS,  constituyendo  un  elaborado  circuito 
(Tsatsanis et al., 2007b).  
Existen  diferentes  mecanismos  de  regulación  destinados  a  impedir  una 
excesiva señalización de los CRFRs. Entre estos mecanismos se incluyen (Hauger et al., 
2009):  
¾ Desensibilización homóloga mediada por GRKs. 
¾ Desensibilización heteróloga mediada por otras quinasas. 
¾ Internalización mediada por arrestinas.  
¾ Antagonistas selectivos del receptor. 
¾ Proteínas  de  unión  a  CRF  (CRF‐BP),  que  funcionan  como  antagonistas 
endógenos  del  péptido  impidiendo  su  unión  al  receptor.  Se  unen  con  gran 
afinidad a CRF y UCN1, y con menor afinidad a UCN2 (Kuperman y Chen, 2008; 
Potter et al., 1991). 
¾ También se ha descrito  la presencia de miRNAs que modulan  la expresión de 
los receptores (Nemoto et al., 2013). 
8.3.5. Vías implicadas en la señalización de CRF 
Al  igual que VIP,  la  señalización de CRF está mediada por GPCRs.  La unión de 
CRF o de las UCNs a sus receptores CRFR1 y CRFR2, va a promover a disociación de la 
subunidad Gα, activándose diferentes rutas de señalización intracelular. Las principales 
vías implicadas en la señalización de los péptidos de la familia de CRF son (Figura 30): 
¾ La vía de la AC/AMPc/PKA es la principal implicada en la señalización mediada 
por  CRFR1  y  CRFR2.  En  esta  vía  participan  principalmente  proteínas  Gαs. 
Desencadena  la  activación  del  factor  de  transcripción  CREB  y  también  está 
implicada  en  la  señalización  mediada  por  la  MAPK‐ERK,  así  como  en  la 
movilización de Ca2+  intracelular. Defectos en esta  vía están  relacionados  con 
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procesos de estrés, ansiedad y depresión (Hauger et al., 2009; Stengel y Tache, 
2009). 
¾ La  vía  de  la PLC/PKC.  Implica  principalmente  a  proteínas  Gαq  y  promueve  la 
formación de IP3 y la movilización de Ca
2+ intracelular. Alteraciones en esta vía 
se relacionan con la ansiedad y el suicidio (Hauger et al., 2009; Stengel y Tache, 
2009). 
¾ La vía de las MAPK. Los tres tipos de MAPK están implicados en la señalización 
mediada por CRFRs, pero la principal es la vía mediada por la MAPK‐ERK. Esta 
vía  regula  procesos  de  plasticidad  sináptica  (Hauger  et  al.,  2009;  Stengel  y 
Tache, 2009). 
¾ Vía de la PI3K/Akt. Relacionada también con la activación de NF‐κB (Chandras 
et al., 2009). 
 
Figura 30. Principales vías implicadas en la señalización de CRF.
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8.3.6. CRF en inflamación y enfermedades reumáticas 
El  sistema  de  CRF  está  estrechamente  relacionado  con  el  desarrollo  de 
trastornos  psicológicos.  Una  alteración  en  los  mecanismos  de  respuesta  al  estrés 
puede  conllevar  importantes  consecuencias  a  nivel  fisiológico  y  psicológico,  a  la  vez 
que una activación exacerbada del sistema CRF está relacionado con patologías  tales 
como  la  ansiedad,  depresión  o  anorexia  nerviosa,  así  como  con  enfermedades 
neurodegenerativas  como  el  Alzheimer  (Chalmers  et  al.,  1996;  Kuperman  y  Chen, 
2008).  El  CRF  tiene  además  efectos  analgésicos,  relacionados  con  la  liberación  de 
glucocorticoides (Yarushkina et al., 2011). 
La  familia  de  CRF  también  se  relacionada  con  enfermedades  inflamatorias  y 
autoinmunes. Ante una situación de inflamación el SNC responde activando el eje HPA 
y  liberando  glucocorticoides  con  capacidad  antiinflamatoria,  además  de  liberar 
neuropéptidos  a  través  de  las  fibras  nerviosas  del  SNS,  modulando  así  el  proceso 
inflamatorio.  En  condiciones  patológicas  estos  mecanismos  se  alteran,  lo  que 
contribuye a  la progresión de la enfermedad (Straub y Cutolo, 2001). En este sentido 
se han descrito tanto efectos proinflamatorios como antiinflamatorios del sistema CRF, 
que no sólo van a depender del péptido, sino también de otros factores entre los que 
se  incluye  el  tipo  de  receptor  y  las  vías  de  señalización  activadas,  así  como  la 
concentración del péptido y el tipo de tejido del que se trate. 
Algunos de los efectos proinflamatorios descritos son: 
¾ Promueve la liberación de citocinas proinflamatorias como IL‐1, IL‐2, IL‐6, IL‐8 y 
TNFα (Agelaki et al., 2002; Cao et al., 2005; Smith, 2008; Tsatsanis et al., 2006; 
Tsatsanis et al., 2007a).  
¾ Induce  la  expresión  de  moléculas  de  adhesión  y  mediadores  inflamatorios 
como NO(Wilbert‐Lampen et al., 2006). 
¾ Favorece la expresión de TLR4 (Tsatsanis et al., 2006). 
¾ Promueve  la  liberación  de  histamina  desde  mastocitos  (Singh  et  al.,  1999; 
Theoharides et al., 1998). 
¾ Induce proliferación de linfocitos (McGillis et al., 1989). 
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¾ Protege de la apoptosis en monocitos (Chandras et al., 2009). 
¾ Induce la activación de MAPK, PI3K/Akt y NF‐κB (Chandras et al., 2009; Moss et 
al., 2007; Smith, 2008). 
Entre los efectos antiinflamatorios de la familia de CRF se incluyen: 
¾ Induce  liberación de citocinas antiinflamatorias  como  IL‐10  (Kim  et al.,  2006; 
Sashinami et al., 2005; Tsatsanis et al., 2007a; Wang et al., 2006). 
¾ Inhibe la expresión de citocinas proinflamatorias como IFNγ y TNFα (Kim et al., 
2006; Sashinami et al., 2005; Tsatsanis et al., 2007a; Wang et al., 2006). 
¾ Promueve apoptosis en macrófagos (Dermitzaki et al., 2005). 
¾ Inhibe  la  actividad  fagocítica  y  de  las  células  NK,  así  como  la  producción  de 
anticuerpos  (Leu y Singh, 1993; Pawlikowski et al., 1988; Smith et al., 1992a; 
Smith et al., 1992b). 
¾ Promueve  la  vía del AMPc/PKA e  inhibe NF‐κB  (Auphan  et  al.,  1995;  Singh  y 
Leu, 1993).  
¾ Induce  la  producción  de  glucocorticoides,  suprimiendo  la  respuesta 
inflamatoria (Deng et al., 2004; Dhingra et al., 2001). 
¾ El  cortisol  inhibe  la  fagocitosis,  la  presentación  antigénica  y  mecanismos 
oxidativos, así como la producción de colagenasas, citocinas proinflamatorias y 
COX‐2, además de promover la respuesta Th2 (Straub y Cutolo, 2001). 
Respecto  a  las  enfermedades  reumáticas,  el  CRF  también  parece  tener  un 
carácter dicotómico, pues  se han descrito  tanto efectos  inhibidores como  inductores 
del proceso inflamatorio. Se ha descrito que alteraciones en el gen del CRF suponen un 
factor de riesgo para el desarrollo de AR (Fife et al., 2000). Además se ha detectado la 
expresión  de  CRF  en  bazo  y  articulaciones  de  rata  con  artritis  inflamatoria  (Baigent, 
2001; Crofford et al., 1993). Asimismo, algunos estudios relacionan la actividad de CRF 
mediada  por  CRFR1  con  una  acción  proinflamatoria,  estando  implicado  en  la 
progresión de  la enfermedad,  así  como en  los  cambios de  la permeabilidad  vascular 
que  tienen  lugar  durante  la  sinovitis  (McEvoy  et  al.,  2001;  Ralph  et  al.,  2007).  CRF 
contribuye  también  a  la  producción  de  PGE2  y  modula  la  actividad  de  diferentes 
factores de transcripción,  incluyendo la familia CREB/ATF y el receptor nuclear NR4A, 
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en  la AR (McEvoy et al., 2002; McEvoy et al., 2004; Murphy et al., 2001). Además se 
han  observado  niveles  elevados  de  péptidos  de  la  familia  de  CRF,  incluyendo  CRF, 
UCN1  y  CRFR1  en  el  líquido  y  tejido  sinovial  de  pacientes  con  OA  y  AR,  artritis 
psoriásica y artritis sarcoidea (Crofford et al., 1993; McEvoy et al., 2001; Murphy et al., 
2001; Uzuki et al., 2001), siendo mayor en AR que en OA (Kohno et al., 2001). En estos 
pacientes, citocinas proinflamatorias como IL‐1β o TNFα inducen su expresión (Murphy 
et al., 2001). Además se ha detectado la presencia de UCN1 en SF de pacientes de OA y 
RA  (Kohno  et al.,  2001; Uzuki  et al.,  2001),  aunque existen pocos datos acerca de  la 
expresión de los péptidos de la familia de CRF en este tipo celular.  
Por otro lado, en modelos animales y en pacientes de AR, el cortisol promueve 
efectos  beneficioso  induciendo  una  respuesta  Th2  y  la  expresión  de  citocinas 
antiinflamatorias como IL‐10 (Straub y Cutolo, 2001). Además algunos estudios indican 
que  el  CRFR2  inhibe  la  angiogénesis,  pudiendo  ser  una  diana  terapéutica  en  el 
tratamiento de patologías como el cáncer (Bale et al., 2002), lo que también se podría 
aplicar en AR y OA. Asimismo, se ha comprobado el efecto antiinflamatorio de CRFR2 
en respuesta a endotoxinas, inhibiendo la señalización mediada por TLR4 (Yuan et al., 
2016),  donde CRF ejerce un  efecto protector  (Ullewar  y Umathe,  2015).  Estudios  en 
patologías  inflamatorias  intestinales corroboran  también el papel antiinflamatorio de 
CRFR2, en contraposición a CRFR1 (Fukudo, 2007). En pacientes de OA se ha observado 
además un efecto condroprotector de la UCN1 (Intekhab‐Alam et al., 2013), inhibiendo 
la resorción ósea mediada por los osteoclastos (Combs et al., 2012). Asimismo, se han 
descrito  efectos  beneficiosos  con  la  administración  exógena  de  UCN1  en  otros 
patologías inflamatorias y autoinmunes tales como la enfermedad de Crohn, el edema 
inducido  por  lesión  térmica  o  la  encefalomielitis  autoinmune,  donde  CRF  ejerce 
también  un  efecto  antiinflamatorio  (Fekete  y  Zorrilla,  2007;  Poliak  et  al.,  1997).  En 
estas patologías el efecto modulador sobre la inflamación también se observa debido a 
la  liberación de glucocorticoides, como es el  caso de  la esclerosis múltiple  (Melief et 
al.,  2013). Niveles  bajos  de CRF  se  relacionan además  con  la  obesidad,  donde  se  ha 
descrito  un  efecto  antiinflamatorio  de  CRF  y  UCN1  en  adipocitos,  disminuyendo  la 
expresión de TLR4 y la producción de mediadores inflamatorios como IL‐6, IL‐8, TNFα, 
CXCL1 y CCL2 (Dermitzaki et al., 2014). 
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La  artrosis  es  la  enfermedad  reumática  más  frecuente,  tratándose  de  una 
patología  crónica asociada  con  la destrucción del  cartílago articular,  la  remodelación 
del hueso subcondral y la inflamación de la membrana sinovial. 
Durante el desarrollo de la enfermedad, intervienen mediadores inflamatorios, 
incluyendo  citocinas,  y  productos  de  degradación  de  la  matriz  extracelular, 
perpetuando  la  sinovitis  y  la  destrucción  articular.  El  sinoviocito  fibroblástico,  como 
una  de  las  principales  células  residentes  en  la  íntima  sinovial,  podría  jugar  un  papel 
importante en este proceso, mediante la liberación de mediadores proinflamatorios y 
proteinasas,  implicadas  en  la  degradación  de  la  matriz  extracelular  del  cartílago 
articular. 
En  la articulación sinovial se establecen además complejas interacciones entre 
los sistemas endocrino, nervioso e inmune. En este contexto, diferentes estudios han 
demostrado  la  presencia  de  neuropéptidos  de  las  familias  de  VIP  y  CRF  en  la 
articulación sinovial de pacientes con artrosis y artritis reumatoide. Estudios  in vitro e 
in vivo han descrito el papel antiinflamatorio de VIP. Además, los péptidos de la familia 
de CRF han sido descritos tanto como productores de efectos proinflamatorios como 
antiinflamatorios.  
Hasta la fecha, las terapias disponibles para el tratamiento de la artrosis se han 
centrado  en  aliviar  la  sintomatología  más  que  en  frenar  la  progresión  de  la 
enfermedad. Por tanto, la búsqueda de nuevas dianas y herramientas terapéuticas es 
de gran importancia para el desarrollo de nuevos tratamientos para dicha patología. 
Así, nos  planteamos el desarrollo de los siguientes objetivos: 
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1. Caracterización de    la  familia de CRF, constituida por  los péptidos CRF, UCN1, 
UCN2  y UCN3,  y  los  receptores  CRFR1  y  CRFR2,  en  sinoviocitos  fibroblásticos 
procedentes de pacientes  con artrosis y artritis reumatoide.  
2. Análisis  del  efecto  de  VIP  sobre  los  neuropéptidos  de  la  familia  de  CRF  en 
sinoviocitos fibroblásticos de pacientes con artrosis y artritis reumatoide. 
3. Estudio del sistema uPA en sinoviocitos fibroblásticos de pacientes con artrosis, 
en  condiciones  basales  y  tras  la  estimulación  con  IL‐1β  o  con  fragmentos  de 
fibronectina de 45KDa.  
4. Determinación del efecto de los neuropéptidos VIP y CRF sobre el sistema uPA 
en sinoviocitos fibrobláticos de artrosis. 
5. Estudio, en sinoviocitos fibroblásticos de pacientes con artrosis, de las ADAMTS 
más representativas en la degradación del cartílago articular: ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 
y ‐12, en condiciones basales y tras la estimulación con IL‐1β o con fragmentos 
de fibronectina de 45KDa. 
6. Análisis del efecto de los neuropéptidos VIP y CRF sobre las ADAMTS‐4, ‐5,‐7 y ‐
12, en sinoviocitos fibroblásticos de artrosis. 
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Mapping the CRF–Urocortins
System in Human Osteoarthritic
and Rheumatoid Synovial
Fibroblasts: Effect of Vasoactive
Intestinal Peptide
SELENE PE´REZ-GARCI´A,1 YASMINA JUARRANZ,1 MAR CARRIO´N,1 IRENE GUTIE´RREZ-CAN˜AS,1
ANDREW MARGIORIS,2 JOSE´ L. PABLOS,3 CHRISTOS TSATSANIS,2 AND ROSA P. GOMARIZ1*
1Departamento de Biologı´a Celular, Facultad de Biologı´a, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain
2Department of Clinical Chemistry, School of Medicine, University of Crete, Heraklion, Crete, Greece
3Servicio de Reumatologı´a y Instituto de Investigacio´n, Hospital 12 de Octubre, Madrid, Spain
In addition to the brain and pituitary gland, the corticotrophin-releasing factor (CRF) system is expressed in peripheral tissues. In this study
we characterize the expression ofCRF, urocortins (UCN1,UCN2, andUCN3), and their receptors (CRFR1 andCRFR2) in osteoarthritis
(OA) and rheumatoid arthritis (RA) ﬁbroblast-like synoviocytes (FLS). Moreover, we analyze the vasoactive intestinal peptide (VIP)
effect on the CRF system, as well as its physiological consequences on mediators of inﬂammatory/destructive processes. CRF and UCNs
exhibit differential pattern in OA and RA-FLS. By real-time PCR we detected more expression of CRF and UCN1 in RA, and UCN2 and
UCN3 inOA, while the CRFR2 expression was similar. In RA-FLS VIP treatment resulted in a signiﬁcant decrease of the proinﬂammatory
peptides, CRF and UCN1, and a signiﬁcant increase of the potential anti-inﬂammatory agents, UCN3 and CRFR2. Using Western blot
assays, we showed that the ratio between phospho-CREB (p-CREB) and c-AMP response element-binding (CREB) is higher in OA and
signiﬁcantly lower in RA-FLS after VIP treatment, with consequences upon cAMP response element in CRF and UCN1 genes. Real-time
PCR and EIA proved that VIP signiﬁcantly inhibits cycloxygenase-2 (COX-2) and prostaglandin E2 (PGE2) in RA-FLS. In all cases, we
consider signiﬁcant data when P< 0.05. These data indicate a role of endogenous CRF, UCNs, and CRFR2 in the OA and RA joint
microenvironment. We conﬁrm the anti-inﬂammatory function of VIP, through the modulation of the expression of CRF system that
impacts in a reduction of mediators with inﬂammatory/destructive functions, supporting its therapeutic potential in rheumatic diseases.
J. Cell. Physiol. 226: 3261–3269, 2011.  2011 Wiley Periodicals, Inc.
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic immune-mediated
disease caused by a complex interplay of individual genetic
predisposition, environmental factors, and deregulated
immune responses. It affects 1% of the adult population
worldwide. In RA joints the intimal lining of the synovium
exhibits signiﬁcant alterations with an increase in macrophage-
like cells and ﬁbroblast-like synoviocytes (FLS), each one
generating an array of inﬂammatory mediators (Firenstein,
2003; Mu¨ller-Ladner et al., 2007). Both cell types, together with
new recruited cells, establish an autocrine/paracrine network
that perpetuates synovitis, degrading adjacent cartilage, and
bone. Moreover, the synovial tissue in RA is a target in which
complex interactions between the endocrine, nervous, and
immune systems arise (Cutolo et al., 2007).Different hormones
and neurotransmitters (including neuropeptides) released from
distant organs have been found to affect the disease. Thus, the
chronic stage in synovitis is characterized by a proinﬂammatory
inﬂuence of sympathetic and sensory ﬁbers. In addition,
glucocorticoid, androgen, and estrogen receptors have been
found to be expressed in RA synoviocytes, allowing androgens
and estrogens to affect the inﬂammatory microenvironment
(Schmidt et al., 2009). In this context, we have recently
described differential expression of vasoactive intestinal
peptide (VIP) and its receptors in osteoarthritis (OA) and RA
(Juarranz et al., 2008).
The VIP is one of the best-studied immunoregulatory
neuropeptides having essential roles in several stages of the
development of both innate and acquired immunity (Abad et al.,
2006; Delgado et al., 2004; Gomariz et al., 2001, 2006). The
immunoregulatory properties of VIP are exerted by the
engagement of two G-protein coupled receptors, VPAC1 and
VPAC2 (Laburthe et al., 2007). VIP displays a plethora of
beneﬁcial effects in several experimental animal models of
immune-mediated inﬂammatory disorders (Gomariz et al.,
2001, 2006; Abad et al., 2003, 2006; Delgado et al., 2004; Said
et al., 2007; Jimeno et al., 2010). In collagen-induced arthritis
(CIA), VIP inhibits proinﬂammatory cytokines production,
shifts Th1/Th2 balance, decreases IL-17 expression, and exerts
a strong protective effect on joint destruction (Delgado et al.,
2001; Juarranz et al., 2005; Leceta et al., 2007). Moreover, the
potential therapeutic effects of VIP in human RA cells ex vivo
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have been conﬁrmed (Juarranz et al., 2004; Gutie´rrez-Can˜as
et al., 2008). The corticotropin-releasing factor (CRF) and
Urocortins (UCNs) family includes four structurally related
peptides (CRF and UCN 1, -2, and -3). All are encoded by
independent genes and show differential expression patterns
within both central and peripheral tissues. The physiological
effects of these peptides are mediated through binding with
different afﬁnities to two G-protein-coupled receptors, CRF-
receptor 1 (CRFR1) and CRF-receptor 2 (CRFR2), which are
expressed in central and peripheral tissues, including immune
cells (Tsatsanis et al., 2007a; Kuperman and Chen, 2008). The
CRF system is the major mediator of the stress response
involved in disorders such as anxiety, depression, and drug
addiction, and multiple studies indicate that it is a modulator of
inﬂammatory responses. Hypothalamic CRF produces
immunosuppressive and anti-inﬂammatory effects through
endogenous glucocorticoid release by activation of the
hypothalamus–pituitary–adrenal (HPA) axis. In addition to the
brain and pituitary gland, the CRF system is highly expressed in
several peripheral tissues, functioning as regulators of the stress
response and as mediators of immune/inﬂammatory responses
(Tsatsanis et al., 2007b). The local production of CRF and
UCNs directly promotes both, inﬂammatory and
immunostimulatory actions (Baigent, 2001; Tsatsanis et al.,
2007b; Kuperman and Chen, 2008; Smith, 2008) such as in
streptococcal cell wall- and adjuvant-induced arthritic joints of
rats (Crofford et al., 1992), the joints of patients with RA and
OA (Crofford et al., 1993; Khono et al., 2001) and in
inﬂammatory bowel disease (Pashos et al., 2009). Therefore,
the CRF system could contribute to the development of many
inﬂammatory conditions. All in all, VIP and CRF systems are
both involved in the physiopathology of rheumatic diseases.
This study has two objectives: (1) to characterize the
presence of the CRF system in OA and RA FLS and (2) to study
the effect of the anti-inﬂammatory peptide VIP on the
expression of the CRF system and its physiological
consequences on inﬂammatory/destructive mediators.
Materials and Methods
Patients and FLS cultures
Synovial tissue samples were obtained from 16 patients with RA
and 16 patientswithOAat the time of knee prosthetic replacement
surgery. All patients with RA fulﬁlled the American College of
Rheumatology (formerly, the American Rheumatism Association)
1987 revised criteria for the diagnosis of RA (Arnett et al., 1988).
PatientswithRAwere heterogeneous in termsof therapy andwere
only selected by progressive disease in the knee requiring surgery.
Most patients (80%) had received methotrexate, 30% other
disease-modifying drugs, and 30% anti-TNF therapy (alone or
combined). Patients had discontinued these therapies before
surgery for an appropriate washout period to minimize infection
risk. Patients with OA had also advanced disease and, in all cases,
were diagnosed of primary OA, excluding trauma, inﬂammatory
disease, and other structural causes of secondary OA. The study
was performed according to the recommendations of the
Declaration of Helsinki andwas approved by the Ethics Committee
of the Hospital 12 de Octubre. FLS cultures were established from
homogenized synovium in 10% fetal calf serum in Dulbecco’s
modiﬁed Eagle’s medium. FLS were used between passages 3 and 8.
In some experiments, FLS were cultured in the presence of
10 nM VIP (Neosystems, Strasbourg, France) for 24 h. Culture
supernatants were harvested and stored at 208C for enzyme
immunoassay (EIA). RNA was also obtained from FLS cultures
using TRI REAGENT (Sigma–Aldrich, Madrid, Spain) for cellular
homogenization, chloroform for phase separation, and
isopropanol for RNA precipitation. Total RNAwas quantiﬁed with
NanoDrop1 and was stored at 808C.
Nuclear extract preparation
A Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart, Belgium) was used
for nuclear extract preparation. Some FLS were previously
cultured in the presence of 10 nM VIP for 6 h. Nuclear extracts
were stored at 808C. Protein content was measured using a
QuantiProTM BCA Assay Kit (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO).
Semiquantitative real-time RT-PCR assay
CRF, UCN1, UCN2, UCN3, CRFR1, CRFR2, and cycloxygenase-2
(COX-2) messenger RNA (mRNA) expression in cultured FLSwas
analyzed by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). Total RNA (2mg) was reverse transcribed. cDNA was
obtained by High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Reverse transcriptase products
(2ml) were PCR-ampliﬁed with speciﬁc primers for b-actin, CRF,
UCN1, UCN2, UCN3, CRFR1, and CRFR2. The PCR products
were analyzed in agarose gels.
Semiquantitative real-time PCR analysis was also performed
using SYBR1 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), in the
cases of b-actin, CRF, UCN1, and UCN2, speciﬁc set of primers
were designed as follows: sense primer (50-
AGAAGGATTCCTATGTGGGCG-30) and anti-sense primer (50-
CATGTCGTCCCAGTTGGTGAC-30) for b-actin (accession no:
E00829) amplifying a fragment in the sequence position 1,435–
1,535; sense primer (50-TCCGAGGAGCCTCCCATC-30) and
anti-sense primer (50-AATCTCCATGAGTTTCCTGTTGC-30)
for CRF (accession no: NM000756), amplifying a fragment in the
sequence position 460–579; sense primer (50-
CAGGCGAGCGGCCGCG-30) and anti-sense primer (50-
CTTGCCCACCGAGTCGAAT-30) for UCN1 (accession number
no: NM003353), amplifying a fragment in the sequence position
228–373 and sense primer (50-
GTGTCGGCCACTGCTGAGCCTGAGAGA-30) and anti-sense
primer (50-ATCTGATATGACCTGCATGACAGTGGCT-30) for
UCN2 (accession number no: NM033199) amplifying a fragment in
the sequence position 402–569. In the cases of UCN3, CRFR1,
CRFR2, and COX-2 a TaqMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) was used, with predesigned primers. For
relative quantiﬁcation, we compared the amount of target
normalized to an endogenous reference (b-actin), using the
formula 2–DDCt, as previously described (Juarranz et al., 2008).
Assay analysis of CRF, UCN1, and PGE2 in culture supernatants
The levels of CRF and UCN1 in FLS culture supernatants were also
measured by EIA, using a commercial kit according to the
manufacturer’s instructions (Phoenix Pharmaceuticals, Inc.,
Karlsruhe, Germany). The minimum detectable concentration was
0.25 ng/ml (UCN1) and 45 pg/ml (CRF) of sample, with intra- and
inter-assay variation less than 5% and 15%, respectively. UCN2 and
UCN3 proteins were notmeasured in FLS supernatants because of
not availability of commercial EIA or ELISA antibodies for their
detection.
The levels of prostaglandin E2 (PGE2) in FLS culture
supernatants from OA and RA patients were measured by EIA
using a commercial Express Kit according to the manufacturer’s
instructions (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI). The
minimum detectable concentration was 0.36 pg/ml of sample and
the intra- and inter-assay variation depends on protein
concentration.
Immunoﬂuorescence detection of CRF, UCN1,
UCN2, and UCN3
To conﬁrm CRF and UCNs protein expression in cultured FLS,
we performed immunocytochemistry studies using a speciﬁc
rabbit anti-CRF polyclonal antibody, goat anti-UCN1 polyclonal
antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), rabbit
anti-UCN2 antibody and rabbit anti-UCN3 antibody (Phoenix
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Pharmaceuticals, Inc.), respectively. OA or RA-FLS were cultured
onto glass coverslips, ﬁxed with 4% paraformaldehyde and
permeabilized for 10min with 0.5% Triton X-100 in PBS at room
temperature. Coverslips were incubatedwith primary antibody for
1 h at 378C followed by 1 h incubation with an AlexaFluor 488 goat
anti-rabbit IgG antibody for CRF, UCN2, and UCN3, and anti-goat
Alexa 488 and anti-goat Texas for UCN1 (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Coverslips were counterstained with 1mg/ml DAPI to see
nuclear bodies, mounted and examined under a ﬂuorescence
microscope.
Measurement of cAMP accumulation in cell cultures
Levels of cAMP were determined by means of an EIA kit (Cayman
Chemical). OA- and RA-FLS were cultured in the presence of
10 nM VIP for 24 h. The cells were then homogenized in 5%
trichloroacetic acid. After centrifugation, cAMP levels in the
supernatants were measured according to the manufacturer’s
instructions. The protein concentration was determined by the
Bradford method, using bovine serum albumin as a standard.
Results are expressed in pmol of cAMP/mg of protein.
Determination of the CREB/ATF-1 transcription factor
family in nuclear extracts
ForWestern blotting of CREB (c-AMP response element-binding),
p-CREB (phospho-CREB) and p-ATF-1 (phospho-activating/CREB
transcription factor), a PhosphoPlus1 CREB (Ser 133) Antibody
Kit (Cell Signaling Technology, Beverly, MA) was used. Ten
micrograms of protein from nuclear extracts was subjected to
SDS–PAGE and blotted onto a nitrocellulose membrane
(BioTrace1NT, Pall Corporation, Ann Arbor, MI). The membrane
was blocked with Tris-buffered saline (pH 7.6) containing 5% BSA
and 0.1% Tween-20 and then incubated with rabbit anti-CREB or
rabbit anti-p-CREB antibody (1:1,000) at 48C overnight. The anti-
CREB antibody detects total CREB (phosphorylation state-
independent levels) at 43 kDa and does not cross-react with any
other CREB family members. The anti-p-CREB antibody detects
Ser133-phosphorylated-CREB (43 kDa), as well as the
phosphorylated formof theCREB-related protein ATF-1 (35 kDa).
A secondary antibody to rabbit IgG conjugated to horseradish
peroxidase (1:5,000) was used and detected by Supersignal West
Dura Extended Duration Substrate (Pierce, Rockford, IL),
according to the manufacturer’s instructions.
Statistical analysis
Results are expressed as the mean standard error of the mean
(SEM). The signiﬁcance of the results was analyzed using Student’s
two-tailed t-test. P values less than 0.05 were considered
signiﬁcant.
Results
CRF and UCN1 expression is higher in RA-FLS
than in OA-FLS
Constitutive CRF and UCN1 mRNA expressions were
detected by RT-PCR in all 16 cultured OA-FLS and all 16 RA-
FLS lines; a representative assay is shown in Fig. 1A. The PCR
products were analyzed in agarose gels and the correct size and
sequence of the ampliﬁed products were checked. We have
also used RNA from human hypothalamus as a positive control
for bothmRNA expressions. To conﬁrm data, semiquantitative
real-time PCR analysis of CRF and UCN1 mRNA expressions
was performed (Fig. 1B). Semiquantitative real-time RT-PCR
analysis showed a small but not signiﬁcant increase of CRF
Fig. 1. CRF and UCN1 expression in osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) ﬁbroblast-like synoviocytes (FLS). A: Electrophoretic
analysis of reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)ofCRFandUCN1mRNAexpression inOA-andRA-FLS.MU 10bp ladder.
Wehaveusedhumanhypothalamusasapositivecontrol forbothmRNAexpressions (H).B:CRFandUCN1mRNAexpression inOA-andRA-FLS
wasmeasuredbyrelativequantitative real-timeRT-PCRandcorrected formRNAexpressionofb-actin ineach sample (seePatientsandMethods
Section). Values are themean andSEMof triplicate determinations (nU 16 for bothOA- andRA-FLS lines). C: Presence of CRF andUCN1 in the
supernatants ofOA- andRA-FLS cultures under basal unstimulated conditions, determined by enzyme immunoassay (EIA) after 24 h of culture.
Values are the meanWSEM of triplicate determinations (nU 9 for both OA- and RA-FLS). MP<0.05 and MMP<0.01 versus OA-FLS. D:
ImmunoﬂuorescencelabelingofCRF(green),UCN1(red),andbothinOA-FLS.Cellswerecounterstainedwith4(,6-diamino-2-phenylindole (blue
nuclei) (immunocitochemistry for RA-FLS showed the same appearance).
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mRNA expression in RA-FLS compared to OA-FLS, and a
signiﬁcant elevation of UCN1 expression in RA-FLS compared
to OA-FLS.
To determine whether these differences are reﬂected in
differences in CRF and UCN1 secretion, presence of both
peptides was determined in the supernatants of OA- and RA-
FLS cultures by EIA (Fig. 1C). CRF and UCN1 protein levels
were signiﬁcantly increased in RA compared to OA-FLS. In
order to corroborate the expression of both peptides, we
carried out immunocytochemistry in OA- and RA-FLS. Both,
CRF and UCN1, were detected in the cytoplasm of cultured
synoviocytes, as determined by immunoﬂuorescence labeling
(Fig. 1D), with the co-expression of both peptides. We
observed no staining when isotype controls were used (data
not shown). Therefore, these data pointed to an increased
production of CRF and UCN1 in RA-FLS, members of the CRF
peptide family with pro-inﬂammatory properties.
RA-FLS have a lower expression of UCN2 and UCN3
than OA-FLS
UCN2 and UCN3mRNA expression was detected by RT-PCR
in the 16 cultured OA-FLS and 16 RA-FLS lines. A
representative assay is shown in Fig. 2A. The PCR products
were analyzed in agarose gels and the correct size and sequence
of the ampliﬁed products were checked. We have also used
RNA from human hypothalamus as a positive control.
Semiquantitative real-time RT-PCR analysis demonstrated a
signiﬁcant decrease of UCN2 mRNA expression in RA-FLS
compared toOA-FLS, and a small but not signiﬁcant decrease in
UCN3 expression (Fig. 2B). Both urocortins were detected in
the cytoplasm of OA and RA FLS by immunoﬂuorescence
(Fig. 2C), conﬁrming their expression at the protein level. We
observed no staining when isotype controls were used (data
not shown).
CRFR2 expression in OA- and RA-FLS
To examine the expression of the receptors for the four
peptides of this family of neuropeptides in these cells, we
studied by RT-PCR the expression of CRFR1 and CRFR2
mRNA in OA- and RA-FLS. CRFR1 was detected in positive
control tissue (human hypothalamus) but not in any of the 16
OA- and RA-FLS lines (data not shown). In contrast, CRFR2
mRNA was detected by RT-PCR in both OA- and RA-FLS
(Fig. 2A). Semiquantitative real-time RT-PCR analysis showed
that CRFR2 mRNA was expressed at similar levels in RA- and
OA-FLS (Fig. 2D).
Differential effects of VIP in the CRF–UCN family
in OA- and RA-FLS
In a previous study we have described the presence in the joint
microenvironment of VIP both in OA and RA-FLS (Juarranz
et al., 2008). Thus, following the characterization of the CRF–
UCN system in FLS in both pathologies, we have studied the
potential crosstalk in the joint between the two endogenous
peptide families, the anti-inﬂammatory VIP and the
immunomodulatory CRF. Both neuropeptides families are
Fig. 2. UCN2,UCN3,andCRFR2expression inOA-andRA-FLS.A:RT-PCRofUCN2,UCN3,andCRFR2mRNAexpression inOA-andRA-FLS.
MU 10bpladder.Wehaveusedhumanhypothalamusasapositivecontrol forbothmRNAexpressions(H).B:UCN2andUCN3mRNAexpression
inOA- and RA-FLS wasmeasured by relative quantitative real-time RT-PCR and corrected formRNA expression of b-actin in each sample (see
Patients andMethodsSection).Values are themeanandSEMof triplicate determinations (nU 16 for bothOA-andRA-FLS lines). MP<0.05 versus
OA-FLS. C: Immunoﬂuorescence labeling ofUCN2 (green), UCN3 (green), and both inOA-FLS. Cells were counterstainedwith 4(,6-diamino-2-
phenylindole (bluenuclei) (immunocitochemistry forRA-FLSshowedthesameappearance).D:CRFR2mRNAexpression inOA-andRA-FLSwas
measured by relative quantitative real-time RT-PCR and corrected for mRNA expression of b-actin in each sample (see Patients and Methods
Section). Values are the mean and SEM of triplicate determinations (nU 16 for both OA- and RA-FLS lines).
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found to be co-expressed in several tissues and pathologies,
such as the intestinal epithelium and the synovioum, suggesting
potential crosstalk. To this end, OA- and RA-FLS were treated
for 24 h with VIP and expression of CRF, UCN 1, 2, and 3, as
well as CRFR2 mRNA was measured. Our results showed
differential actions of VIP in OA and in RA. Speciﬁcally, this anti-
inﬂammatory peptide promoted the expression of CRF and
UCN1 mRNA OA-FLS (Fig. 3A), but this effect was not
detected at protein level (Fig. 3B). In contrast, VIP treatment
resulted in a signiﬁcant increase of UCN2 and UCN3 mRNA
levels in OA-FLS compared to their basal expression (Fig. 3C).
Regarding the expression of CRF receptors, treatment of OA-
FLS with VIP resulted in a modest but not signiﬁcant increase of
CRFR2 mRNA compared to its constitutive expression
(Fig. 3C).
In contrast toOA-FLS, in RA-FLS VIP treatment resulted in a
signiﬁcant decrease of both mRNA and protein expression of
CRF andUCN1peptides (Fig. 3A,B). VIP treatment did not alter
the expression of UCN2 mRNA in RA-FLS compared to its
basal levels (Fig. 3C), while UCN3 mRNA levels were
signiﬁcantly increased after VIP treatment. VIP-treated RA-FLS
expressed higher levels of CRFR2 mRNA compared to
untreated cultures.
Together, these results suggest that, following VIP
treatment, the pattern of expression of CRF–UCNs system
differed in OA-FLS compared with RA-FLS.
Effect of VIP upon the protein kinase A/cAMP
response element binding (PKA/CREB) pathway
in OA- and RA-FLS
Even though multiple signaling pathways are activated by VIP
which are downstream or independent of cAMP
(phospholipaseC, phospholipaseD, [Caþ2], etc.), to date cAMP
Fig. 3. EffectsofVIPtreatmentonCRF-Urocortins family inOA-andRA-FLS.A:CRFandUCN1mRNAexpression inOA-andRA-FLSafter24 h
VIPtreatmentwasmeasuredbyrelativequantitativereal-timeRT-PCRandcorrectedformRNAexpressionofb-actinineachsample(seePatients
andMethodsSection).ValuesarethemeanandSEMoftriplicatedeterminations(nU16lines).B:PresenceofCRFandUCN1inthesupernatantsof
OA-andRA-FLSculturesunderbasalunstimulatedconditionsandaftertreatmentwith10 nMofVIPfor24hwasdeterminedbyEIA.Valuesarethe
meanWSEMoftriplicatedeterminations(nU 8lines).C:UCN2,UCN3,andCRFR2mRNAexpressioninOA-andRA-FLSafter24 hVIPtreatment
wasmeasuredbyrelativequantitative real-timeRT-PCRandcorrected formRNAexpressionofb-actin ineach sample (seePatientsandMethods
Section). Values are themean and SEM of triplicate determinations (nU 16 lines). MP<0.05, MMP<0.01, and MMMP<0.001 versus basal values from
each OA and RA-FLS.
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production still represents a prominent signaling pathway in
VPAC receptor-mediated biological actions (Laburthe et al.,
2002). In addition, our previous studies demonstrated that VIP
used this signaling pathway in these cells, showing also
differential expression of VIP and its functional receptor pattern
in RA- and OA-FLS (Juarranz et al., 2008).
CRF and UCNs also mediate their effects via cAMP, since
CRF receptors are GPCRs (Tsatsanis et al., 2007a). Moreover,
CRF and UCNs are also regulated by the cAMP/PKA signaling
cascade, suggesting that cAMP plays a central role in the
regulation of the biological activity and the expression of CRF
peptides and VIP. We therefore, determined the intracellular
cAMP levels in intact cells and following treatment with 10 nM
VIP for 24 h (Fig. 4A), as a marker of activation of both VPAC
receptors and CRFR2. Basal levels of intracellular cAMP were
signiﬁcantly higher in RA-FLS than in OA-FLS (Fig. 4A, left).
Stimulation of FLS with 10 nM of VIP increased intracellular
levels of cAMP. However the extent of the increase over
baseline values was signiﬁcantly lower in the case of RA-FLS
(Fig. 4A, right). This result correlated with the suppression of
CRF and UCN1 in VIP-treated RA-FLS and not in VIP-treated
OA-FLS.
Since cAMP-response element (CRE) controls CRF and
UCN1 gene expression (Kageyama and Suda, 2009), we
measured the active phosphorylated form of the CREB/ATF-1
transcription factor family shortly following VIP treatment, to
associate it with the effects of VIP on theCRF–UCNexpression
observed (Fig. 4B). The results indicated no signiﬁcant increase
in p-ATF-1/CREB ratio following VIP treatment in nuclear
extracts from OA-FLS or RA-FLS (data not shown). The p-
CREB/CREB ratio was signiﬁcantly higher in the absence of VIP
treatment in RA-FLS compared to OA-FLS, in accordance with
the intracellular cAMP levels. A signiﬁcant decrease in this ratio
was observed after VIP treatment in RA-FLS. However, an
increase in the p-CREB/CREB ratio was shown in OA-FLS after
VIP treatment. These data correlated with the intracellular
cAMP levels induced by VIP in FLS and the changes in CRF and
UCN1 expression. Moreover, these indicate that the ratio of p-
CREB/CREB present in the nucleus after VIP treatment is
different in OA-FLS from RA-FLS, being higher in OA-FLS and
lower in RA-FLS, having direct consequences upon cAMP
response element (CRE) present in CRF and UCN1 gene.
VIP treatment reduces mediators with
inﬂammatory/destructive functions in RA-FLS
It is known thatCRF andUCN1 induce the expression ofCOX-
2 (Tsatsanis et al., 2007b), an enzyme involved in the conversion
of the arachinodic acid in PGE2, a keymediator of inﬂammatory/
destructive functions in RA. Thus, we next examined whether
Fig. 4. Different response of intracellular cAMP levels and cAMP response element binding protein (CREB) activation after VIP stimulation in
OA- andRA-FLS.A (left): Intracellular levels of cAMPunder basal conditions and after 24 h treatmentwith 10nMVIP.Differences between basal
OA-andRA-FLSwere statistically signiﬁcant, §§P<0.01.Differencesbetweenbasal andVIP treatedFLSwere statistically signiﬁcant, MP<0.05and
MMP<0.01. Right: Number of fold increased intracellular cAMP over baseline values after 24 h treatment with 10 nM VIP in OA- and RA-FLS.
MP<0.05 OA-VIP versus RA-VIP FLS. Results are the mean SEM of duplicate determinations in three different FLS lines. B (left): Western blot
analysisofCREBandphosphorylatedCREB(p-CREB)eitherunstimulatedconditions (basal)or10 nMVIPstimulation for6 h (VIP) inOA-andRA-
FLS.Activating transcription factor-1 (p-ATF1), theotherCREB familymember, is also shown.Aschargecontrol,weperformedb-actinWestern
blot. Right: Ratio p-CREB/CREB of relative densitometry units is shown. Values are themeanWSEMof relative densitometry units for each band
(nU 6under unstimulated conditions andnU 3underVIP-treated conditions, for bothOA-andRA-FLS lines). MP<0.05OA-basal versusRA-basal
values and MMP<0.01 RA-VIP versus RA-basal values.
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the VIP-mediated inhibition of the proinﬂammatory peptides
CRF and UCN1 in RA had functional consequences (Fig. 5). VIP
signiﬁcantly inhibited both COX-2 mRNA expression and the
secretion of PGE2 in RA-FLS (Fig. 5A,B). Signiﬁcantly higher
levels of COX-2 were detected in RA-FLS versus OA-FLS
under unstimulated conditions, in agreement with the elevated
levels of CRF and UCN1 in RA. However these differences
were not detected at the product level of its enzymatic
reaction, PGE2.
Discussion
CRF and UCN1 expression in human FLS
In the present study, we validate the presence of CRF and
UCN1 in isolated OA and RA-FLS, at mRNA and protein level.
These peptides were described previously in whole synovial
tissue and in different cell types such as lymphocytes,
macrophages, endothelial cells, and FLS (Khono et al., 2001;
Uzuki et al., 2001). In addition, we demonstrate that both
peptides are co-expressed in FLS and secreted to the joint
microenvironment exerting their autocrine/paracrine effects.
The expression of mRNA and the secretion of both peptides
are higher in RA-FLS than in OA-FLS. These data in isolated FLS
correlate with previous studies showing that CRF and UCN1
expression is higher in RA than in OA patients (Khono et al.,
2001; Uzuki et al., 2001) both in synovial ﬂuid and tissue.
In RA patients, the expression of these peptides has been
related both with the degree of inﬂammation (Uzuki et al.,
2001) in the joint andwith decreased central hypothalamic CRF
production (Crofford et al., 1997). At central level, a
deregulation of the stress system in RA associates with reduced
anti-inﬂammatory action of CRF/UCN1 peptides. Chronic
stress has been relatedwith the development of RA (Herrmann
et al., 2000; Cutolo et al., 2007) andOA (Fuller-Thomson et al.,
2009). Patients with RA have decreased plasma cortisol levels
(Eijsbouts et al., 2005). Stress in RA stimulates proinﬂammatory
processes due to a loss of sympathetic nerve ﬁbers in the
inﬂamed joint, as well as a failing of the HPA axis leading
insufﬁcient cortisol secretion. In contrast to the anti-
inﬂammatory role of CRF andUCN1 via stimulation of theHPA
axis, peripheral production of these peptides has a pro-
inﬂammatory role. Thus, knock-out mice for CRF support that
peripheral CRF is necessary for the induction of the
inﬂammatory response in vivo (Karalis et al., 1999) and
inﬂammatory arthritis is also signiﬁcantly reduced in this model
(Mattheos et al., 2003). Besides, autoimmune arthritis is
reduced by Antalarmin, a CRFR1 speciﬁc nonpeptidic
antagonist (Webster et al., 2002). On the other hand, UCNs
have also been described as endogenous anti-inﬂammatory
agents, suppressing the LPS-induced production of TNFa
(Agnello et al., 1998). Gonzalez-Rey et al. (2007) support the
ﬁnding that UCN1 has an anti-inﬂammatory action, in the CIA
model of RA. In general, it is well accepted that, in in vivo
experiments, the anti-inﬂammatory effects after CRF or UCN1
treatment are through glucocorticoid productionmediating the
responses to stress and inﬂammation.
UCN2, UCN3, and CRFRs expression in FLS
UCN2andUCN3are expressed in different areas of the central
nervous system, compared with CRF and UCN1. In the
periphery, UCN2has been detected in the adrenals, blood cells,
and in the heart, whereas UCN3 has been described in the
adrenals, gut, skin, and muscles (Kuperman and Chen, 2008).
CRF and UCN1 have equal afﬁnity for the CRFR1, although
UCN1 is 40 times more potent than CRF in binding CRFR2. In
contrast, UCN2 and UCN3 bind CRFR2 selectively. CRF,
UCN1, andUCN2 have been described in normal ﬁbroblasts of
human skin (Slominski et al., 2004).We report for the ﬁrst time,
the presence, at mRNA and protein levels, of UCN2 andUCN3
peptides, as well as the expression of CRFR2 and the absence of
the CRFR1 in OA and RA-FLS. We observed increased
expression of both peptides in OA compared to RA, whereas
the expression of CRFR2 was similar. In summary, CRF and
UCNs exhibit a differential pattern of expression in FLS from
OA and RA. CRF and UCN1 were more expressed in RA, and
UCN2 and UCN3 in OA, while CRFR2 levels were similar in
both pathologies.
Previous studies have described the expression of CRFR1 in
synovial tissue from patients with OA and RA (Khono et al.,
2001; Uzuki et al., 2001), restricted to vascular endothelial
(McEvoy et al., 2004) and mast cells (Kempuraj et al., 2004). In
the present report we demonstrate that this receptor is not
expressed in FLS, at least in the 16 OA- and RA-FLS samples
tested. It is generally accepted that, in inﬂammation, the
activation of CRFR1 favors proinﬂammatory responses (Ralph
et al., 2007), whereas the role of CRFR2 remains unclear.
CRFR2 can be anti-inﬂammatory (Dermitzaki et al., 2007), by
promoting macrophage apoptosis (Tsatsanis et al., 2005), and
proinﬂammatory, promoting TLR4 expression (Tsatsanis et al.,
2006) or the development of intestinal inﬂammation (Kokkotou
et al., 2006). The presence of both CRFR1 andCRFR2 ligands in
OA and RA-FLS suggests that they can act either in an autocrine
Fig. 5. Effect of VIP treatment on mediators with inﬂammatory/
destructive functions in FLS. A: COX-2mRNAexpression inOA- and
RA-FLS after 24 h VIP treatment was measured by relative
quantitative real-time RT-PCR and corrected for mRNA expression
of b-actin in each sample (see Patients and Methods Section). Values
are the mean and SEM of triplicate determinations (nU 16 for both
OA- and RA-FLS lines). MMP<0.01 OA-basal versus RA-basal values
and MP<0.05 RA-VIP versus RA-basal values. B: The supernatants of
OA- and RA-FLS cultures under basal unstimulated conditions and
after treatment with 10 nM VIP for 24h were collected, and levels of
PGE2 were determined by EIA. MP<0.05 RA-VIP versus RA-basal
values.
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or paracrine mode, modulating the inﬂammatory response. In
this context, elevated levels of the selective CRFR2 ligands,
UCN2 and UCN3 in OA-FLS, may account for anti-
inﬂammatory actions.
Effects of VIP in the CRF–UCN system
We also studied whether the well-established anti-
inﬂammatory effect of VIP could bemediated, at least in part, by
amodulation of theCRF system. VIP produced atmRNA level a
signiﬁcant increase in OA-FLS of the CRF, UCN1, UCN2, and
UCN3 that was not apparent at protein level. However, in RA-
FLS VIP induced a signiﬁcant decrease at mRNA and protein
levels of the pro-inﬂammatory peptides CRF andUCN1, and an
increase of UCN3 and CRFR2 receptor expressions, potential
anti-inﬂammatory agents. This differential VIP-mediated effect
inOAandRAFLS could be explained by both direct and indirect
actions. CRF and UCN1 have a CRE in their promoter to
regulate their gene transcription (Tsatsanis et al., 2007a). In
addition, CRFR2 signals result in the activation of cAMP and
CREB. The fact that VIP treatment increased intracellular levels
of cAMP 6.5 times more in OA-FLS than in RA, together with
the higher p-CREB/CREB ratio in OA-FLS treated with VIP,
could explain, at least in part, the differential expression in both
pathologies through the effect on cAMP/PKA/CREB signaling.
According to this, the decrease of p-CREB/CREB ratio in RA-
FLS treated with VIP, could explain the decrease observed in
CRF and UCN1 levels after this treatment.
Two indirect actions could also be involved. First, VIP
production inOA-FLS is higher than in RA-FLS, and VPAC1 and
VPAC2 are more expressed in OA and RA, respectively
(Juarranz et al., 2008). Both facts could contribute to the
differential effect on cAMP/PKA/CREB signaling. A second
indirect cause for the decrease of CRF could be the VIP-
mediated reduction of inﬂammatory mediators. Inﬂammatory
cytokines such as TNFa or IL-1b, enhanced levels of CRF
mRNA in RA-FLS, and IL-6 increased CRF gene expression in
the hypothalamus (Kageyama and Suda, 2009). VIP decreased
both gene expression and production of TNFa and IL-6 in
synovial tissue and FLS from RA patients (Juarranz et al., 2004).
Moreover, CREB protein is also implicated in IL-6 production
from arthritic synovial cells (Ishizu et al., 2010).
The proinﬂammatory potential of synovial CRF is mediated,
at least in part, by its contribution to PEG2 production (McEvoy
et al., 2004). CRF and UCN1 can directly induce COX-2 and
PGE2 (Tsatsanis et al., 2007b). COX-2 inhibitors prevent the
induction of PEG2 by CRF, and that CRF and PEG2 signal
through the induction of CREB and phosphorylated CREB/ATF
family members in RA synovial tissues. VIP treatment produced
a signiﬁcant reduction in COX-2/PGE2. Therefore, the VIP-
induced inhibition of CRF and UCN1 production in RA-FLS
could produce a suppression of COX-2 and PGE2, key
mediators that generate joint inﬂammation and destruction.
Finally, PGE2 enhanced the transcriptional activity of CRF
promoter in FLS (Murphy et al., 2001), providing a positive
feedback loop.
In summary, the data provided in this study point to a role of
endogenous CRF, UCNs, and CRFR2 in the OA and RA joint
microenvironment. In addition, we conﬁrm the anti-
inﬂammatory function of VIP, through the modulation of the
expression of the CRF system that impacts in a reduction of
mediators with inﬂammatory/destructive functions. This study
supports an expansion of the therapeutic potential of VIP in the
treatment of rheumatic diseases.
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Abstract Plasminogen activators are specific proteolytic en-
zymes implicated in a variety of basic biological processes.
The expression of the urokinase plasminogen activator system
components is increased in some human diseases, including
osteoarthritis. We sought to study the effect of two compo-
nents of the inflamed synovial microenvironment on this
system, IL-1β and fibronectin fragments, elucidating whether
corticotropin-releasing factor (CRF) and vasoactive intestinal
peptide (VIP) neuropeptides modulate it, and analyzing the
physiological consequences in joint destruction by measuring
matrix metalloproteinases-9 and metalloproteinases-13 levels
in osteoarthritis fibroblast-like synoviocytes. We showed that
IL-1β and fibronectin fragments stimulated urokinase system
contributing to the perpetuation of the destructive cascade in
joint. VIP modulated, even at constitutive level, this system,
also counteracting the effect of both inflammatory stimuli.
However, CRF seemed to be ineffective in controlling the
production of these proteinases. Moreover, VIP was able to
reduce the constitutive expression of matrix metalloproteinase-
13 and the levels of both matrix metalloproteinases after stim-
ulation with the pro-inflammatory stimuli. Our results suggest
that the presence of early and later inflammatory mediators,
such as IL-1β and fibronectin fragments, increases the uroki-
nase system and the matrix metalloproteinases levels. Whereas
CRF did not affect this system, VIP counteracts these actions
supporting its therapeutic potential for the treatment of
osteoarthritis.
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Introduction
Plasminogen activators (PAs) are specific proteolytic enzymes
implicated in a variety of basic biological processes, such as
fibrinolysis, extracellular matrix degradation, tumor invasive-
ness, tissue remodeling, and cellular differentiation and pro-
liferation (Li 2005; Rengel 2007). The urokinase plasminogen
activator system is composed of urokinase-type plasminogen
activator (uPA), urokinase-type plasminogen activator recep-
tor (uPAR), and its major physiologic inhibitor, plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) (Smith 2010; Ghosh 2012). The
expression of these uPA system components is increased in
some human diseases, including cancer and inflammatory
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process (Smith 2010). uPA is a serine proteinase that catalyses
the conversion from proenzyme plasminogen (PLG) to serine
proteinase plasmin. During joint destruction in ostheoartritis
(OA), plasmin degrades the extracellular matrix (ECM) di-
rectly or indirectly, through activation of other proteolytic
enzymes (Jin 2003; Smith 2010). uPA is activated through
binding to its receptor, uPAR, which is an important regulator
of ECM proteolysis, cell–ECM interactions, as well as an
initiator of cell signalling (Smith 2010). uPA–uPAR binding
also activates the plasminogen system of ECM proteolysis,
where secreted matrix metalloproteinases (MMPs) play an
impor tan t ro le (J in 2003; Blas i 2010 ; Smi th
2010)Plasmin cleaves and activates MMPs, which are
secreted as inactive pro-enzymes, such as MMP-9 and
MMP-13 (Smith 2010). It has been shown that MMP-9,
also named gelatinase B, is increased in OA joints and
that its expression is enhanced by pro-inflammatory cy-
tokines (Rengel 2007). Besides, MMP-13, known as
collagenase 3, has been considered the major enzyme
involved in OA cartilage erosion. It is able to degrade
a wide range of collagenous and non-collagenous ECM
macromolecules, and its expression is also induced by
pro-inflammatory cytokines (Ahmad 2007; Kim 2012).
In arthritic joints, MMP-9 and MMP-13 have been
shown to be involved in degradation, there being a
positive association with uPA (Kim 2012). uPA–uPAR
signalling and PLG activation is controlled by PA inhib-
itors (PAIs), members of the serine proteinase inhibitors
family (serpins) (Serrati 2011; Ghosh 2012). PAI-1 forms
a covalent uPA–PAI-1 complex, which inhibits uPA ac-
tivity by endocytosis, degrading the inactive uPA–PAI-1
complex and recycling the uPAR to the cell surface
(Schwab 2004; Blasi 2010). In consequence, this inhibi-
tion results in the inactivation of PLG and subsequent
block of plasmin-dependent MMP activation (Ghosh
2012).
Changes occurring in the joint synovium during OA gen-
erally involve an inflammatory process termed synovitis, in-
cluding a synovial lining hyperplasia (Scanzello 2012) with an
increase in the number of activated macrophage-like and
fibroblast-like synoviocytes (MLS and FLS, respectively)
(Fuchs 2004; Bian 2012). FLS are the most abundant cell type
in synovial tissue, playing a key role by producing cytokines
that perpetuate inflammation, and proteases that contribute to
cartilage destruction (Bartok 2010). Among the pro-
inflammatory cytokines involved in OA, IL-1β is considered
one of the main players, mainly associated with cartilage
destruction. In OA patients, levels of IL-1β are elevated in
the synovial fluid, synovial membrane, and subchondral bone
and cartilage (Kapoor 2011). MLS and FLS, together with
new recruited cells, establish an autocrine/paracrine network
that perpetuates synovitis by degrading adjacent cartilage and
bone, and the subsequent liberation of their fragments
(Scanzello 2012). This degradation generates fragments of
ECM components that exert inflammatory actions.
Fibronectin (Fn) is an adhesive 450 kDa dimeric glycoprotein
of the ECM present in many tissues including cartilage and
synovium (Yasuda 2006). Its proteolytic cleavage during the
cartilage degeneration process liberates fibronectin fragments
(Fn-fs) to the joint microenvironment (Ding 2008). These
fragments have cartilage proteolytic activities, enhancing
MMPs production and suppressing proteoglycan synthesis
(Ding 2008, 2009).
During synovitis, complex interactions arise between
the endocrine, nervous, and immune systems (Cutolo
2007), wherein different hormones, cytokines, and neu-
rotransmitters (including neuropeptides) interact (Smith
2008). In this context, the vasoactive intestinal peptide
(VIP) is one of the best-studied immunoregulatory neu-
ropeptides playing important roles in both innate and
acquired immunity. Its immunomodulatory properties are
mediated by binding to the G-protein-coupled receptors,
VPAC1 and VPAC2 (Juarranz 2008). Several beneficial
effects have been observed with VIP treatment in an
animal model of rheumatoid arthritis (RA), showing a
protective effect upon cartilage and bone destruction
(Delgado 2001; Juarranz 2005). Furthermore, a potential
therapeutic effect of VIP in RA and OA has been
shown in different ex vivo studies (Juarranz 2004;
Carrion 2011; Perez-Garcia 2011). On the other hand,
the corticotropin-releasing factor (CRF) is the major
mediator of the stress response, involved in different
disorders. In addition to its immunosupressive and
anti-inflammatory functions in the hypothalamus–pitui-
tary–adrenal (HPA) axis (Tsatsanis 2007b), inflammatory
and immunostimulatory actions have been described at
local level (Baigent 2001; Tsatsanis 2007a; Smith 2008).
CRF exerts its effects by binding to CRFR1 and
CRFR2 receptors, expressed in central and peripheral
tissues, including immune cells, having different func-
tions (Tsatsanis 2007b). We have previously described
the expression of VIP, CRF, and their receptors, as well
as the interrelation between both systems of neuropep-
tides in FLS from RA and OA patients (Juarranz 2008;
Perez-Garcia 2011).
Taking into account that FLS are important elements that
perpetuate synovitis and degrade adjacent cartilage and bone
(Scanzello 2012) and that the constitutive expression of the
uPA system has been previously described in FLS from OA
patients (Cerinic 1998), the main objectives of this study were:
(1) to study whether two components of the inflamed synovial
microenvironment, IL-1β as inflammatory cytokine, and Fn
fragments derived from cartilage destruction, are able to mod-
ulate the uPA system in OA-FLS, (2) to elucidate if the effect
of two neuropeptides, VIP and CRF, present also in the joint,
modulates the uPA system, and (3) to analyze the
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physiological consequences of these treatments in cartilage
destruction by measuring MMPs levels.
Materials and Methods
Patients and FLS Cultures
Synovial tissue samples were obtained from active OA pa-
tients at the time of knee prosthetic replacement surgery.
Patients had advanced disease and, in all cases, were diag-
nosed of primary OA, excluding trauma, inflammatory
disease, and other structural causes of secondary OA.
The study was approved by the clinical research ethics
committee of the Hospital La Princesa in Madrid, Spain,
and all biopsy samples were obtained after subjects gave
their informed consent.
Fibroblast cultures were established by explant growth of
1 mm fragments of synovial villi dissected from synovial
biopsies which were cultured in 10 % heat-inactivated fetal
bovine serum/Dulbecco’s modified Eagle’s medium at 5 %
CO2 and 37 °C. After three passages, residual contamination
by macrophages was avoided, and monocultures of FLS were
obtained and used for experiments until passage 9.
FLS Treatments
Synovial fibroblasts were cultured in 100 mm plates and
allowed to grow to 80–90 % confluence. FLS were cultured
in the presence of the following agents: 10 ng/ml IL-1β
(Immunotools GmbH, Friesoythe, Germany) for 6 h, or
0.01 M Fn fragments 45 kDa for 24 h. Fn fragments were
purchased commercially predesigned from human plasma
fibronectin. Briefly, the N-terminal 70 kDa fragment is ob-
tained by cathepsin D digestion; tryptic digestion of this
fragment yields two peptides: the N-terminal 30 kDa heparin
binding fragment and the 45 kDa gelatin binding fragment
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). These treatments
were applied alone or in combination with 10 nM VIP
(Neosystems, Strasbourg, France) or 10 nM CRF (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc., Karlsruhe, Germany). Some FLS were
cultured without treatment as the basal condition.
Cellular Lysates Preparation
To detect uPAR in the FLS, cellular lysates were prepared.
Briefly, FLS cultured in 100-mm Petri dishes with the different
treatments described, were scraped into phosphate buffered
saline (PBS), centrifuged and resuspended in lysis buffer con-
taining 10 mM Tris–HCl, 150 mM NaCl, 0.1 % SDS, 1 mM
EDTA, 0.5 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), and
other proteinase inhibitors. After the addition of the buffer,
lysates were kept on ice for 20–30 min and centrifuged again.
Supernatants containing the plasma membrane extracts were
collected and stored at −80 °C. Protein content was measured
using a QuantiProTM BCA Assay Kit (Sigma–Aldrich).
Semiquantitative Real-Time Reverse Transcription–
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Assay
FLS were cultured in 100-mm Petri dishes in the presence of
the different treatments described before. Total RNA was
obtained from FLS cultures using Tri®Reagent (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for cellular homogenization,
chloroform for phase separation, and isopropanol for RNA
precipitation. Total RNA was quantified with NanoDrop®
spectrophotometer and stored at −80 °C. The expression of
mRNA in cultured FLS was analyzed by semi-quantitative
real-time RT-PCR. Total RNA (2 μg) was reverse-
transcribed using a High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Semiquantitative real-time PCR analysis was per-
formed using a TaqMan Gene Expression Master Mix
with manufactured–predesigned primers and probes for
β-actin (NM_001101.3) and uPA (NM_001145031.1)
(Applied Biosystems). For relative quantification, we
compared the amount of target normalized with an endog-
enous reference (β-actin), using the formula 2–ΔΔCt, as
previously described (Juarranz 2008). Culture superna-
tants were harvested and stored at −20 °C for the subse-
quent assay analysis.
Detection of uPA Activity in Culture Supernatants
uPA activity was measured in FLS culture supernatants using
an uPA activity assay kit (Millipore, Billerica, MA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. This kit contents
a chromogenic substrate, pyroGlu-Gly-Arg-pNA*HCl, which
is cleaved by active uPA present in samples, releasing the
pNA group and resulting in a colored product detectable at
405 nm, equivalent to the cleavage of the peptide bond be-
tween Arg 560 and Val 561 of the plasminogen.
Assay Analysis of uPAR, PAI-1, MMP-9, and MMP-13
The levels of uPAR in the cellular lysates of the FLS were
measured by using a commercial ELISA (enzyme-linked
immunosorbent Assay) kit, according to the manufacturer’s
instructions (AbFrontier, Seoul, Korea). The minimum detect-
able was less than 4 pg/ml.
The levels of PAI-1, MMP-9, and MMP-13 in FLS culture
supernatants was measured by using a commercial ELISA kit
(eBioscience, San Diego, CA, USA), according to the manu-
facturer’s instruction. The minimum detectable was 29 pg/ml,
0.05, and 0.18 ng/ml, respectively.
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Statistical Analysis
Results are expressed as the mean±standard error of the mean
(SEM). Samples were tested for normality by a Normality
Test. The significance of the results was analyzed using
Student’s two-tailed t test, Mann–Whitney W-test, and
ANOVA (analysis of variance) test, using the GraphPad
Prism version 4.0 software (GraphPad Software, San Diego,
CA). P values less than 0.05 were considered significant.
Results
Effect of Neuropeptides on Constitutive Expression of uPA
System in OA-FLS
We first examined the effect of VIP and CRF on the constitu-
tive expression of three uPA system components: uPAR, uPA,
and PAI-1, in OA-FLS (Fig. 1).
uPAR is associated with the external surface of the plasma
membrane by a glycosyl phosphatidylinositol anchor, so we
measured the levels of uPAR protein present in cellular lysates
of FLS under basal unstimulated conditions by ELISA. Non-
significant effects were observed on uPAR expression after
treatments. uPAR regulates the activity of the plasminogen
activation system by binding uPA. Thus, we next examined
the constitutive uPA mRNA expression in OA-FLS under
basal unstimulated conditions and after treatment with VIP
or CRF. VIP treatment significantly reduced uPA mRNA
expression. Since activated uPA cleaves plasminogen gener-
ating the active proteinase plasmin, we determined this acti-
vation in the supernatants cultures using an uPA Activity
Assay kit, with a chromogenic substrate which is cleaved by
uPA, equivalent to convert plasminogen to plasmin. We did
not detect significant effects on its activity. Moreover, the
proteolytic activities of uPA and plasmin are inactivated by
PAI-1. Then, we determined its levels in the culture superna-
tants by ELISA, showing that VIP significantly increased
PAI-1 expression. All in all, VIP decreased constitutive uPA
system inOA-FLS by the reduction of uPAmRNA expression
and the increase of PAI-1, whereas CRF did not have any
significant effect on the constitutive uPA system.
Effect of IL-1β and Modulation by Neuropeptides on the uPA
System in OA-FLS
IL-1β is a pro-inflammatory mediator present in the joint
microenvironment at the beginning of the inflammatory
course of OA. Thus, we analyzed the effect of this cytokine
Fig. 1 Effect of neuropeptides on constitutive uPA system expression in
OA-FLS. OA-FLS were cultured under basal unstimulated conditions and
after treatments with VIP or CRF 10 nM for 6 h. a uPAR levels were
determined in the cellular lysates of OA-FLS cultures by ELISA.Values are
the mean±SEM of eight FLS lines measured in duplicate. b uPA mRNA
expression in OA-FLS was measured by semi-quantitative real-time RT-
PCR and corrected for mRNA expression of β-actin in each sample (see
“Materials and Methods” section). Values are the mean±SEM of nine FLS
lines measured in triplicate. c uPA activity was determined in the superna-
tants of OA-FLS cultures using an uPA Activity Assay kit. Values are the
mean±SEM of five FLS lines measured in duplicate. d PAI-1 release in the
supernatants of OA-FLS cultures was analyzed by ELISA. Values are the
mean±SEM of 7 FLS lines measured in duplicate. P values are shown
when differences between groups of treatments were statistically significant
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on the uPA system in OA-FLS, as well as how neuropeptides
are able to modulate it after 6 h treatments (Fig. 2).
Focusing on uPAR, IL-1β increased significantly uPAR
levels in the plasma membrane extracts of the FLS. Both, VIP
and CRF significantly reduced the IL-1β-stimulated uPAR
expression in OA-FLS. In addition, stimulation with IL-1β
significantly increased the uPA mRNA expression. Here
again, VIP counteracted its effect decreasing uPA mRNA
expression and activity. On the other hand, the treatment with
IL-1β even augmented the PAI-1 levels in the FLS culture
supernatants. None of the neuropeptides modified the IL-1β-
stimulated PAI-1 expression in OA-FLS.
According to these results, VIP was able to counteract IL-1β
stimulated uPA system, decreasing uPAR and uPA expression as
well as its activity. However, CRF only had effect on the uPAR,
reducing its levels on the plasma membrane of the OA-FLS.
Activation of the uPA System by Fn Fragments and Effect
of Neuropeptides in OA-FLS
The proteolytic cleavage of fibronectin during the cartilage
degeneration liberates Fn fragments with proteolytic activities
(Kapoor 2011; Bian 2012), functioning as one of the later
stimuli in the degradative process of OA. Thus, we consider
study the effect of the treatment with Fn fragments 45 kDa for
24 h in the uPA system expression, as well as its modulation
by neuropeptides in OA-FLS (Fig. 3).
Fn fragments induced a significant augment of the uPAR
expression which was also significantly decreased after VIP
treatment. Moreover, Fn fragments induced a significant in-
crease in uPA mRNA expression and activity, while VIP signif-
icantly reduced these levels. Fn fragments did not affect the PAI-
1 levels, and no changes were observed in its expression with
VIP in the Fn fragment-stimulated FLS. No effects were ob-
served with the CRF treatment in any of the parameters studied.
Constitutive, IL-1β and Fn Fragments-Mediated Production
of Matrix Metalloproteinases
The active plasmin generated by the action of uPA is able to
activate MMPs, such as the gelatinase MMP-9 and the colla-
genase MMP-13 (Smith 2010). Therefore, we measured by
ELISA in the supernatants of the FLS cultures, the levels of
Fig. 2 Effect of IL-1β on the uPA system in OA-FLS. Modulation by
neuropeptides. OA-FLS were cultured under basal unstimulated condi-
tions and after treatments with IL-1β 10 ng/ml±VIP or CRF 10 nM for
6 h. a uPAR levels were determined in the cellular lysates of OA-FLS
cultures by ELISA. Values are the mean±SEM of eight FLS lines mea-
sured in duplicate. b uPAmRNA expression in OA-FLSwas measured by
semi-quantitative real-time RT-PCR and corrected for mRNA expression
of β-actin in each sample (see “Materials and Methods” section). Values
are themean±SEMof nine FLS linesmeasured in triplicate. c uPA activity
was determined in the supernatants of OA-FLS cultures using an uPA
Activity Assay kit. Values are the mean±SEM results of five FLS lines
measured in duplicate. d PAI-1 release in the supernatants of OA-FLS
cultures was analyzed by ELISA. Values are themean±SEMof seven FLS
lines measured in duplicate. P values are shown when differences between
groups of treatments were statistically significant
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MMP-9 and MMP-13 to reflect the relationship between the
above-mentioned effects on uPA system (Fig. 4).
Since CRF did not show critical effects on the uPA system,
we decided to exclude it from this study. Both IL-1β and Fn
fragments significantly increased MMP-9 production. Despite
that no effects were observed with VIP treatment alone, co-
treatment with VIP in the presence of the pro-inflammatory
stimuli resulted in a significant decrease ofMMP-9. In the case
of MMP-13, VIP significantly reduced its constitutive levels.
Stimulation with IL-1β resulted in a significant augment of
MMP-13 production, while the co-treatment with VIP tended
to counteract this effect. Moreover, Fn fragments also in-
creased MMP-13 production, and treatment with Fn fragments
plus VIP also induced a significant decrease of MMP-13.
In conclusion, the effect produced on uPA system by early
and later inflammatory mediators and VIP correlated with the
production of MMPs involved in its destruction.
Discussion
To date, the role of chondrocyte proteinases in cartilage de-
struction has been studied broadly, but the contribution of
other cell types present in joint has been less assessed.
Previous studies have shown that RA-FLS secrete uPA and
PAI-1 and express uPAR constitutively (Ronday 1996;
Guiducci 2005), being less known their presence and function
in OA. In this study, we examined in OA-FLS the effect of two
inflammatory mediators, IL-1β and Fn fragments. These me-
diators play crucial roles in the initiation and development of
OA, on the expression and activity of the uPA system, as well
as on the MMP-9 and MMP-13 production. Besides, we
studied the modulatory action of two peptides present in the
OA inflamed microenvironment, VIP and CRF, to elucidate
its therapeutic potential in osteoarthritis.
In agreement with early studies, our results confirmed the
constitutive expression of uPA system in OA (Busso 1997;
Cerinic 1998). Overexpression of uPA, uPAR, and PAI-1 has
been previously described in the synovial tissue of patients
with RA (Serrati 2011), and after IL-1β stimulation in rat and
human chondrocytes (Schwab 2004; Zhu 2009). Moreover,
increased levels of Fn fragments have been described before,
in cartilage and synovial fluid from OA patients (Long 2013).
In the present study, we analyzed, for the first time, the
modulation of the uPA system by these Fn fragments. We
showed that both IL-1β, as early pro-inflammatory cytokine,
and Fn fragments, as late mediators produced after ECM
degradation, increased uPA and uPAR expression. However,
Fig. 3 Effect of Fn fragments 45 kDa on the uPA system in OA-FLS.
Modulation by neuropeptides. OA-FLS were cultured under basal
unstimulated conditions and after treatments with Fn fragments 45 kDa,
0.01M±VIP, or CRF 10 nM for 24 h. a uPAR levels were determined in the
cellular lysates of OA-FLS cultures by ELISA. Values are the mean±SEM
of five FLS lines measured in duplicate. b uPA mRNA expression in OA-
FLS was measured by semi-quantitative real-time RT-PCR and corrected
for mRNA expression of b-actin in each sample (see “Materials and
Methods” section). Values are the mean±SEM of eight FLS lines measured
in triplicate. c uPA activity was determined in the supernatants of OA-FLS
cultures using an uPAActivity Assay kit. Values are the mean±SEM results
of five FLS lines measured in duplicate. d PAI-1 release in the supernatants
of OA-FLS cultures was analyzed by ELISA. P values are shown when
differences between groups of treatments were statistically significant
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PAI-1 production was increased after IL-1β stimulation,
whereas Fn fragments had no effect on it, suggesting that the
presence of these fragments contribute to the perpetuation of
the destructive cascade in the joint. Furthermore, only the Fn
fragments significantly induced the conversion of PLG to
plasmin by increasing uPA activity.
VIP is a neuropeptide with beneficial effects in the inflam-
matory process and a potential therapeutic agent in the treat-
ment of RA and OA (Delgado 2001; Juarranz 2004, 2005;
Carrion 2011; Perez-Garcia 2011). Moreover, it has been
shown that high VIP levels correlate with a decrease of the
OA severity progress (Jiang 2012). Besides, some data sug-
gest that VIP can also exert actions considered to be pro-
inflammatory. VIP KO mice were found to be remarkably
resistant to encephalomyelitis induction, playing an unantici-
pated permissive and/or pro-inflammatory role in the propa-
gation of the inflammatory response in the central nervous
system. As the authors suggested, it could be explained by the
impaired induction in endothelial, astroglial, or myeloid cell
expression of any of several molecules implicated in T cell
penetrance of the blood–brain barrier (Abad 2010).
Furthermore, some authors have described the pro-
inflammatory effect of VIP on cancer cells. In human prostate
epithelial cells transformation, VIP acts as a cytokine-
inducing tumorigenic potential, including stimulation of
MMP-2 and MMP-9 expression and activity (Fernandez-
Martinez 2010). However, a recent study indicates that VIP
induces oxidative stress and suppresses metastatic potential in
human clear cell renal cell carcinoma (Vacas 2013). Further
studies are required to clarify these pro-inflammatory effects
of VIP. On the other hand, the role of CRF is controversial,
having different effects in the inflammatory process
(Intekhab-Alam 2013).
Here we described that VIP modulates, even at constitutive
level, the uPA fibrinolytic system by reducing the expression
of uPA and increasing PAI-1 production. In addition, in the
presence of both inflammatory stimuli, IL-1β and Fn frag-
ments, VIP counteracted their effect reducing uPA and uPAR
expression. All together, these data support the potential of VIP
as an anti-inflammatory agent in rheumatic diseases, corrobo-
rating its protective role (Sethi 2013). Concerning CRF, the
only effect observed was the downregulation of uPAR after IL-
1β stimulation. Thus, this peptide seems to be ineffective in
controlling the production of these serin proteinases.
In addition to plasminogen, other substrates susceptible to
be activated by uPA and plasmin are MMPs (Jin 2003; Blasi
2010; Smith 2010). MMP-9 degrades a number of ECM
molecules including type XI collagen, which is
condrospecific. In this regard, a correlation of the uPA system
with MMP-9 in synovial fluid from patients with gouty arthri-
tis (Chu 2006), as well as a MMP-9 increased expression in
human OA joints have been described (Rengel 2007).
Fig. 4 Constitutive, IL-1β and Fn fragments-mediated production of
matrix metalloproteinases. OA-FLS were cultured under basal
unstimulated conditions and after treatment with VIP 10 nM for 6 h.
OA-FLS were also cultured with IL-1β 10 ng/ml±VIP 10 nM for 6 h, or
Fn fragments 45 kDa 0.01 M±VIP 10 nM for 24 h. a–c MMP-9 levels
released into the culture supernatants were determined by ELISA. Values
are the mean±SEM of five FLS lines measured in duplicate and
expressed as protein concentration. d–f MMP-13 levels released into
the culture supernatants were determined by ELISA. Values are the
mean±SEM of five FLS lines measured in duplicate and expressed as
protein concentration. P values are shown when differences between
groups of treatments were statistically significant
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Likewise, MMP-13 degrades type II collagen, an abundant
matrix protein that provides to cartilage its resistance to me-
chanical loads.Mice lackingMMP-13 are resistant to cartilage
erosion, a characteristic of OA (Little 2009).
To date, the role of these MMPs in OA has been mainly
studied in joint cartilage. In this sense, IL-1β increases MMP-
9 and MMP-13 expression in rabbit articular chondrocytes
(Yang 2010). MMP-9 expression is increased in human RA
and OA joints and enhanced after IL-1β and TNF-α treatment
(Poduval 2007; Rengel 2007). These cytokines, together with
IFNγ , induce also MMP-13 expression in human
chondrocytes (Su 2005; Ahmad 2007). MMP-9 production
by FLS had been previously reported in RA and OA patients
(Poduval 2007; Xue 2007). Our results corroborated that FLS
also contributed to the production of MMP-9 constitutively
and after IL-1β stimulation. Moreover, we showed that FLS
producedMMP-13 constitutively and after IL-1β stimulation.
Fuchs et al. had demonstrated MMP-13 production only after
IL-1β combined with TNFα in FLS (Fuchs 2004).
Discrepancies among these results might be attributed to the
IL-1 β exposure time.
Primarily, the physiological role of MMP-9 has been fo-
cused in cancer. In this sense, the fibronectin-mediated MMP-
9 production by human and murine macrophages, as well as in
human prostatic epithelial cells lines, has been described
(Hartney 2011; Moroz 2013). However, nowadays, its vascu-
lar and inflammatory involvement is emerging (Vandooren
2013). Supporting this fact, we reported for the first time that
Fn fragment treatment induced the upregulation of MMP-9
production in OA. Regarding Fn fragment effects on MMP-
13, previous studies have reported its induction in pig
chondrocytes (Stanton 2002), and more recently, in human
ankle articular cartilage (Long 2013). Here we showed the Fn
fragment induction of MMP-13 expression in OA-FLS. The
finding that MMP-9 and MMP-13 are induced by IL-1β and
Fn fragments could be of interest to target these MMPs in
acute exacerbations of chronic diseases such as OA.
Modulation of VIP on the uPA system could have its
physiological outcome in the MMP-9 and MMP-13 produc-
tion by OA-FLS. MMPs levels were reduced with VIP treat-
ment after stimulation with IL-1β and Fn fragments. Even
VIP was able to reduce the constitutive expression of MMP-
13. The VIP effect on the MMP-9 production has been previ-
ously studied in human renal cell carcinoma, where VIP also
decreased its expression (Vacas 2013). Moreover, it has been
described in FLS from RA patients that the IL-1β-induced
expression of MMP-13 and MMP-9 is mediated through the
activation of the RANKL receptor and NFkB transcription
factor (Kim 2009; Frank 2013). Previously, it has been report-
ed that VIP decreases these osteoclastogenic molecules in RA
(Juarranz 2005). Although more experiments are needed to
clarify the mechanism, the inhibitory effect of VIP on this
system could be mediated by these molecules.
Diverse studies have shown uPA system as a potent target
for the treatment of different diseases. Some drugs have been
demonstrated to be effective in the inhibition of uPA and
uPAR in cancer treatment (Szinwong 2013). Concerning
rheumatic diseases, inhibitors of uPA and uPAR reduce
RA-FLS invasion and proliferation (Serrati 2011).
Besides, in OA patients, intra-articular sodium hyaluronate
injections seem to decrease the uPA system expression,
alleviating pain (Tang 2010).
Our results support that activation of the uPA system sig-
nalling, together with its impact on the MMP-9 and MMP-13
production, could contribute to the perpetuation of ECM
degradation and articular destruction. In summary, both uPA
system andMMPs point to be promising therapeutic targets in
OA. Furthermore, this study corroborates the healing potential
of VIP in OA by the modulation of the uPA system, MMP-9,
and MMP-13, supporting the development of new OA thera-
pies based in VIP treatment.
Acknowledgments This workwas supported by Fondo de Investigación
Sanitaria, Instituto de Salud Carlos III (PI11/00195, PI12/00758, PI11/
00505, RETICS RD08/0075, and RD12/0009/0002, RIER) within VI
PNDE I+D+I by FEDER funds from EU and SII10/BMD-2350 from
Comunidad Autónoma de Madrid (CAM). By grants from ISCIII to RJ,
MC, and a predoctoral fellowship (SPG) from theMinisterio de Educación,
Cultura y Deporte.
References
Abad C, Tan YV, Lopez R et al (2010) Vasoactive intestinal peptide loss
leads to impaired CNS parenchymal T-cell infiltration and resistance
to experimental autoimmune encephalomyelitis. Proc Natl Acad Sci
U S A 107:19555–19560
Ahmad R, Qureshi HY, El Mabrouk M, Sylvester J, Ahmad M,
Zafarullah M (2007) Inhibition of interleukin 1-induced matrix
metalloproteinase 13 expression in human chondrocytes by interfer-
on gamma. Ann Rheum Dis 66:782–789
Baigent SM (2001) Peripheral corticotropin-releasing hormone and
urocortin in the control of the immune response. Peptides 22:809–
820
Bartok B, Firestein GS (2010) Fibroblast-like synoviocytes: key effector
cells in rheumatoid arthritis. Immunol Rev 233:233–255
Bian Q, Wang YJ, Liu SF, Li YP (2012) Osteoarthritis: genetic factors,
animal models, mechanisms, and therapies. Front Biosci 4:74–100
Blasi F, Sidenius N (2010) The urokinase receptor: focused cell
surface proteolysis, cell adhesion and signaling. FEBS Lett
584:1923–1930
Busso N, Peclat V, So A, Sappino AP (1997) Plasminogen activation in
synovial tissues: differences between normal, osteoarthritis, and
rheumatoid arthritis joints. Ann Rheum Dis 56:550–557
Carrion M, Juarranz Y, Perez-Garcia S et al (2011) RNA sensors in
human osteoarthritis and rheumatoid arthritis synovial fibroblasts:
immune regulation by vasoactive intestinal peptide. Arthritis Rheum
63:1626–1636
Cerinic MM, Generini S, Partsch G et al (1998) Synoviocytes from
osteoarthritis and rheumatoid arthritis produce plasminogen activa-
tors and plasminogen activator inhibitor-1 and display u-PA recep-
tors on their surface. Life Sci 63:441–453
J Mol Neurosci (2014) 52:18–27 25
Chu SC, Yang SF, Lue KH, Hsieh YS, Hsiao TY, Lu KH (2006)
Urokinase-type plasminogen activator, receptor, and inhibitor cor-
relating with gelatinase-B (MMP-9) contribute to inflammation in
gouty arthritis of the knee. J Rheumatol 33:311–317
Cutolo M, Straub RH, Bijlsma JW (2007) Neuroendocrine-immune
interactions in synovitis. Nat Clin Pract Rheumatol 3:627–634
Delgado M, Abad C, Martinez C, Leceta J, Gomariz RP (2001)
Vasoactive intestinal peptide prevents experimental arthritis by
downregulating both autoimmune and inflammatory components
of the disease. Nat Med 7:563–568
Ding L, Guo D, Homandberg GA (2008) The cartilage chondrolytic
mechanism of fibronectin fragments involves MAP kinases: com-
parison of three fragments and native fibronectin. Osteoarthr Cartil
16:1253–1262
Ding L, Guo D, Homandberg GA (2009) Fibronectin fragments mediate
matrix metalloproteinase upregulation and cartilage damage through
proline rich tyrosine kinase 2, c-src. NF-kappaB and protein kinase
Cdelta. Osteoarthr Cartil 17:1385–1392
Fernandez-Martinez AB, Bajo AM, Isabel AM, Sanchez-Chapado M,
Prieto JC, Carmena MJ (2010) Vasoactive intestinal peptide (VIP)
induces malignant transformation of the human prostate epithelial
cell line RWPE-1. Cancer Lett 299:11–21
Frank S, Peters MA, Wehmeyer C et al (2013) Regulation of
matrixmetalloproteinase-3 and matrixmetalloproteinase-13 by
SUMO-2/3 through the transcription factor NF-kappaB. Ann
Rheum Dis 72:1874–1881
Fuchs S, Skwara A, Bloch M, Dankbar B (2004) Differential induction
and regulation of matrix metalloproteinases in osteoarthritic tissue
and fluid synovial fibroblasts. Osteoarthr Cartil 12:409–418
Ghosh AK, Vaughan DE (2012) PAI-1 in tissue fibrosis. J Cell Physiol
227:493–507
Guiducci S, Del Rosso A, Cinelli M et al (2005) Rheumatoid synovial
fibroblasts constitutively express the fibrinolytic pattern of invasive
tumor-like cells. Clin Exp Rheumatol 23:364–372
Hartney JM, Gustafson CE, Bowler RP, Pelanda R, Torres RM (2011)
Thromboxane receptor signaling is required for fibronectin-induced
matrix metalloproteinase 9 production by human and murine mac-
rophages and is attenuated by the Arhgef1 molecule. J Biol Chem
286:44521–44531
Intekhab-Alam NY, White OB, Getting SJ et al (2013) Urocortin protects
chondrocytes from NO-induced apoptosis: a future therapy for
osteoarthritis? Cell Death Dis 4:e717
JiangW, Gao SG, Chen XG et al (2012) Expression of synovial fluid and
articular cartilage VIP in human osteoarthritic knee: a new indicator
of disease severity? Clin Biochem 45:1607–1612
Jin T, Tarkowski A, Carmeliet P, Bokarewa M (2003) Urokinase, a
constitutive component of the inflamed synovial fluid, induces
arthritis. Arthritis Res Ther 5:R9–R17
Juarranz MG, Santiago B, Torroba M et al (2004) Vasoactive intestinal
peptide modulates proinflammatory mediator synthesis in osteoar-
thritic and rheumatoid synovial cells. Rheumatology (Oxford) 43:
416–422
Juarranz Y, Abad C,Martinez C et al (2005) Protective effect of vasoactive
intestinal peptide on bone destruction in the collagen-induced arthritis
model of rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther 7:R1034–1045
Juarranz Y, Gutierrez-Canas I, Santiago B, Carrion M, Pablos JL,
Gomariz RP (2008) Differential expression of vasoactive intestinal
peptide and its functional receptors in human osteoarthritic and
rheumatoid synovial fibroblasts. Arthritis Rheum 58:1086–1095
Kapoor M, Martel-Pelletier J, Lajeunesse D, Pelletier JP, Fahmi H (2011)
Role of proinflammatory cytokines in the pathophysiology of oste-
oarthritis. Nat Rev Rheumatol 7:33–42
Kim KW, Cho ML, Oh HJ et al (2009) TLR-3 enhances osteoclastogen-
esis through upregulation of RANKL expression from fibroblast-
like synoviocytes in patients with rheumatoid arthritis. Immunol
Lett 124:9–17
Kim KS, Lee YA, Choi HM, Yoo MC, Yang HI (2012) Implication of
MMP-9 and urokinase plasminogen activator (uPA) in the activation
of pro-matrix metalloproteinase (MMP)-13. Rheumatol Int 32:
3069–3075
Li J, Ny A, Leonardsson G, Nandakumar KS, Holmdahl R, Ny T (2005)
The plasminogen activator/plasmin system is essential for develop-
ment of the joint inflammatory phase of collagen type II-induced
arthritis. Am J Pathol 166:783–792
Little CB, Barai A, Burkhardt D et al (2009)Matrix metalloproteinase 13-
deficient mice are resistant to osteoarthritic cartilage erosion but not
chondrocyte hypertrophy or osteophyte development. Arthritis
Rheum 60:3723–3733
Long DL, Willey JS, Loeser RF (2013) Rac1 is required for matrix
metalloproteinase-13 production by chondrocytes in response to
fibronectin fragments. Arthritis Rheum 65:1561–1568
Moroz A, Delella FK, Lacorte LM, Deffune E, Felisbino SL (2013)
Fibronectin induces MMP2 expression in human prostate cancer
cells. Biochem Biophys Res Commun 430:1319–1321
Perez-Garcia S, Juarranz Y, Carrion M et al (2011) Mapping the CRF-
urocortins system in human osteoarthritic and rheumatoid synovial
fibroblasts: effect of vasoactive intestinal peptide. J Cell Physiol
226:3261–3269
Poduval P, Sillat T, Beklen A, Kouri VP, Virtanen I, Konttinen YT (2007)
Type IV collagen alpha-chain composition in synovial lining from
trauma patients and patients with rheumatoid arthritis. Arthritis
Rheum 56:3959–3967
Rengel Y, Ospelt C, Gay S (2007) Proteinases in the joint: clinical
relevance of proteinases in joint destruction. Arthritis Res Ther 9:221
Ronday HK, Smits HH, Van Muijen GN et al (1996) Difference in
expression of the plasminogen activation system in synovial tissue
of patients with rheumatoid arthritis and osteoarthritis. Br J
Rheumatol 35:416–423
Scanzello CR, Goldring SR (2012) The role of synovitis in osteoarthritis
pathogenesis. Bone 51:249–257
Schwab W, Schulze-Tanzil G, Mobasheri A, Dressler J, Kotzsch M,
Shakibaei M (2004) Interleukin-1beta-induced expression of the
urokinase-type plasminogen activator receptor and its co-
localization with MMPs in human articular chondrocytes. Histol
Histopathol 19:105–112
Serrati S, Margheri F, Chilla A et al (2011) Reduction of in vitro invasion
and in vivo cartilage degradation in a SCID mouse model by loss of
function of the fibrinolytic system of rheumatoid arthritis synovial
fibroblasts. Arthritis Rheum 63:2584–2594
Sethi V, Rubinstein I, Kuzmis A, Kastrissios H, Artwohl J, Onyuksel H
(2013) Novel, biocompatible, and disease modifying VIP
nanomedicine for rheumatoid arthritis. Mol Pharm 10:728–738
Smith EM (2008) Neuropeptides as signal molecules in common with
leukocytes and the hypothalamic–pituitary–adrenal axis. Brain
Behav Immun 22:3–14
Smith HW, Marshall CJ (2010) Regulation of cell signalling by uPAR.
Nat Rev Mol Cell Biol 11:23–36
Stanton H, Ung L, Fosang AJ (2002) The 45 kDa collagen-binding
fragment of fibronectin induces matrix metalloproteinase-13 synthe-
sis by chondrocytes and aggrecan degradation by aggrecanases.
Biochem J 364:181–190
Su SL, Tsai CD, Lee CH, Salter DM, Lee HS (2005) Expression and
regulation of Toll-like receptor 2 by IL-1beta and fibronectin frag-
ments in human articular chondrocytes. Osteoarthr Cartil 13:879–886
Szinwong M, Sidek SM, Mahmud R, Stanslas J (2013) Molecular targets
in the discovery and development of novel antimetastatic agents:
current progress and future prospects. Clin Exp Pharmacol Physiol
40:307–319
Tang YL, Zhu GQ, Hu L et al (2010) Effects of intra-articular adminis-
tration of sodium hyaluronate on plasminogen activator system in
temporomandibular joints with osteoarthritis. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod 109:541–547
26 J Mol Neurosci (2014) 52:18–27
Tsatsanis C, Androulidaki A, Dermitzaki E, Gravanis A, Margioris AN
(2007a) Corticotropin releasing factor receptor 1 (CRF1) and CRF2
agonists exert an anti-inflammatory effect during the early phase of
inflammation suppressing LPS-induced TNF-alpha release from
macrophages via induction of COX-2 and PGE2. J Cell Physiol
210:774–783
Tsatsanis C, Dermitzaki E, Venihaki M et al (2007b) The corticotropin-
releasing factor (CRF) family of peptides as local modulators of
adrenal function. Cell Mol Life Sci: CMLS 64:1638–1655
Vacas E, Bajo AM, Schally AV, Sanchez-ChapadoM, Prieto JC, Carmena
MJ (2013) Vasoactive intestinal peptide induces oxidative stress and
suppresses metastatic potential in human clear cell renal cell carci-
noma. Mol Cell Endocrinol 365:212–222
Vandooren J, Van den Steen PE, Opdenakker G (2013) Biochemistry and
molecular biology of gelatinase B or matrix metalloproteinase-9
(MMP-9): the next decade. Crit Revi Biochem Mol Biol 48:222–
272
Xue M, March L, Sambrook PN, Jackson CJ (2007) Differential regula-
tion of matrix metalloproteinase 2 and matrix metalloproteinase 9 by
activated protein C: relevance to inflammation in rheumatoid arthri-
tis. Arthritis Rheum 56:2864–2874
Yang S, Kim J, Ryu JH et al (2010) Hypoxia-inducible factor-2alpha is a
catabolic regulator of osteoarthritic cartilage destruction. Nat Med
16:687–693
Yasuda T (2006) Cartilage destruction by matrix degradation products.
Mod Rheumatol 16:197–205
Zhu G, Tang Y, Liang X et al (2009) Role of hypoxia-inducible
factor-1 alpha in the regulation of plasminogen activator ac-
tivity in rat knee joint chondrocytes. Osteoarthr Cartil 17:
1494–1502
J Mol Neurosci (2014) 52:18–27 27
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Healthy and osteoarthritic synovial fibroblasts 1 produce ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 
and  ‐12:  induction by  IL‐1β and  fibronectin, and contribution to cartilage 
damage 
Selene  Pérez‐García,  Irene  Gutiérrez‐Cañas,  Iria  V.  Seoane,  Julián  Fernández,  Mario 
Mellado, Javier Leceta, Laura Tío, Yasmina Juarranz, Rosa P. Gomariz 
Am J Pathol. (Under review) 
 
 
                   
 The America
 
 
 
Health
ADAM
and co
 
Selene Pé
Leceta,*  L
 
 
From the Dep
Universitario 
Biotecnología,
Hospital del M
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Osteoarthrit
substantial 
worldwide,
more than 7
description 
articular c
involvemen
characterize
joint effusi
proliferation
cytokines a
including t
inhibitory m
Under revisi
December 2
 
Address cor
Rosa P. Gom
Department 
Faculty of B
Complutens
Madrid, Spa
Antonio No
Ciudad Univ
Madrid. E-m
bio.ucm.es. 
     
n Journal of Pa
y and o
TS-4, -5
ntributio
rez-García,*
aura Tío,§ Y
artment of Cel
de La Princesa,
 Consejo Superio
ar Research Ins
is (OA), o
physical 
 is a comple
0% in the po
of OA inclu
artilage and 
t of syno
d by thickeni
on. Synovia
 in OA jo
nd proteinase
he cartilage.
ediators of s
on 
1, 2015. 
respondence to 
ariz, Ph.D., 
of Cell Biology,
iology, 
e University, 
in. C/ José 
vais nº 2, 
ersitaria, 28040 
ail: gomariz@ 
thology, Under
steoarth
, -7 and
n to ca
 Irene Gutié
asmina Jua
l Biology,* Fac
 Medical Resea
r de Investigacio
titute, Barcelona,
ne of the 
and psycho
x disease wi
pulation over 
des not only
adjacent bo
vial inflamm
ng of synoviu
l membrane 
ints trigger 
s that damage
3,4 In this s
ynovial activ
 
Curren
contrib
tissues
During 
inflamm
inflamm
ADAMT
presen
degrad
osteoa
ADAMT
Runx2 
degrad
extrace
inductio
of the d
were o
therapi
destruc
 Review 
ritic syn
 -12: In
rtilage d
rrez-Cañas
rranz,* Rosa
ulty of Biology,
rch Institute, M
nes Científicas, 
 Spain. 
leading caus
logical dis
th a prevalen
55 years.1,2 C
 the remodel
ne, but als
ation whic
m or, indirec
inflammation
the producti
 connective ti
ense, researc
ation could id
t description o
uting to under
 could be rele
osteoarthritis 
atory microen
ation such as
S by synovial
t in the osteoa
ation, were u
rthritic synovia
S-7, and ADA
and β-catenin
ation of aggre
llular matrix i
n were observ
isease. Moreo
bserved in os
es. Therefore,
tion of the oste
ovial fib
duction
amage
,* Iria V. Se
 P. Gomariz
 Complutense U
adrid, Spain; th
Madrid, Spain; a
es of 
ability 
ce of 
urrent 
ing of 
o the 
h is 
tly, by 
 and 
on of 
ssues, 
h on 
entify 
w
fu
(S
ar
su
 
 
 
 
 
 
 
 
f osteoarthritis
standing the 
vant to the d
synovial fibrob
vironment, re
 the ADAMT
 fibroblasts an
rthritis joint, IL
sed as proinf
l fibroblasts e
MTS-12. IL-1
, signaling pa
can and carti
n cartilage-sy
ed after Fn-fs 
ver, higher lev
teoarthritis, tu
 synovial fibro
oarthritic affec
E
f
E
M
 
roblast
by IL-1
oane,* Juliá
,* 
niversity of Ma
e Department of
nd the Cellular I
ays to avoid 
nctional imp
F) as active 
thritis is well
bjects and O
 includes the i
mechanisms o
evelopment o
lasts exposed
lease factors 
S metalloprote
d their contrib
-1β, and fibron
lammatory sti
xpress and r
β and Fn-fs in
thways involv
lage oligomer
novial fibrobla
stimulation in 
els of ADAMT
rning them i
blasts provide
ted joints. (Am
Supported by a
nfermedades Re
rom Instituto de
uropean Union (
adrid/FEDER (R
Y.J. and R.P.G.
Disclosures: No
s produc
β and fib
n Fernánde
drid, Spain; th
 Immunology a
nflammation and
the progressi
airment. The
drivers of jo
 established,5
A patients is p
nvolvement of 
f cross-talk a
f therapies th
 to anomalous
that mediate t
inases. Thus,
ution to cartila
ectin fragmen
muli. We repo
elease aggrec
creased ADAM
ed in ADAMT
ic matrix prote
sts cocultures
osteoarthritis, 
S-7 and a spe
nto new poten
 the biochem
 J Pathol 201
 grant from Red
umáticas (RIER)
 Salud Carlos I
PI12/00758 to SP
APHYME prog
 contributed equa
ne declared. 
e  
ronecti
z,† Mario M
e Traumatology
nd Oncology,‡ 
 Cartilage Rese
ve cartilage 
 role of syn
int destructio
 but their beh
oorly unders
synovial inflam
nd feed-back 
at block dise
 mechanical 
issue damage
 we studied t
ge degradation
ts (Fn-fs) as p
rted that hea
anases (ADA
TS productio
S expression
in (COMP) fr
. Higher effe
contributing to
cific regulatio
tial targets fo
ical tools to th
6, Under Revie
 de Investigació
 (RD12/0009/00
II, Spain, co-fin
G), and a grant 
ram, S2010/BMD
lly to this work. 
 
n 
ellado,‡ Jav
 Service,† Hosp
Centro Nacional
arch Group,§ IM
degradation a
ovial fibrobla
n in rheumato
avior in healt
tood.  
mation. Stud
among the jo
ase progressio
forces and to 
 and perpetu
he production
. Two mediat
roducts of ma
lthy donors a
MTS-4 and -
n and stimulat
, also promot
om the cartila
cts in ADAM
the maintenan
n of ADAMTS-
r the design 
e chronicity a
w) 
n en Inflamació
02 to MC), a gr
anced by FEDE
from Comunidad
2350). 
145
 
ier 
ital 
 de 
IM, 
nd 
sts 
id 
hy 
ies 
int 
n. 
an 
ate 
 of 
ors 
trix 
nd 
5), 
ed 
ing 
ge 
TS 
ce 
12 
of 
nd 
n y 
ant 
R, 
 de 
 
                          
It has been described that OA-SF exposed to 
anomalous mechanical forces and to an inflammatory 
microenvironment, release factors such as the ADAMTS 
(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs), that mediate tissue damage and perpetuate 
inflammation. Therefore, studies contributing to a better 
understanding of the cross-talk and feed-back 
mechanisms among the joint tissues could be relevant to 
the development of new therapies able to block disease 
progression.  
The aim of this study was to elucidate the role of SF 
in healthy donors (HD) and in the cartilage joint 
degradation of OA patients through the production of 
ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs).  
The aim of this study was to elucidate the role of SF 
in the cartilage joint degradation in OA patients through 
the production of ADAMTS and to characterize these 
metalloproteinases in HD-SF. We have mapped the 
expression and function of aggrecanases ADAMTS-4 and 
-5, which degrade aggrecan, one of the main components 
of the cartilage extracellular matrix (ECM) that facilitates 
cartilage to resist compression.6 We have also 
characterized ADAMTS-7 and -12, involved in 
destruction of cartilage oligomeric matrix protein 
(COMP), a non-collagenous component of the cartilage 
ECM which contributes to its assembly and to the 
cartilage integrity.7 Moreover, we studied the 
physiopathological effect of two mediators present in OA 
joint microenvironment: the catabolic cytokine 
interleukin-1β (IL-1β), and the fibronectin fragments (Fn-
fs) as products of cartilage ECM degradation. This study 
is the first to report the expression and release of 
ADAMTS-7 and -12 by SF from HD and OA patients, 
both constitutively and after IL-1β or Fn-fs stimulation. 
Besides, the capacity of SF to attach and degrade the 
cartilage ECM, generating glycosaminoglycans (GAGs) 
and COMP degradation products is also described. 
Finally, we study the activation of Runx2 and β-catenin, 
two signaling pathways related to ADAMTS expression.8-
10 Our study reports that SF activated by mediators 
present in the joint, such as a proinflammatory cytokines 
and Fn-fs, release ADAMTS which contribute to the 
maintenance of cartilage destruction in osteoarthritic 
patients. 
 
Materials and Methods 
 
Patients and synovial fibroblasts cultures 
 
Synovial tissue was obtained from 20 active OA patients 
(16 women and 4 men) aged between 48-87, at the time 
of knee prosthetic replacement surgery. Patients had 
advanced disease and were diagnosed of primary OA, 
excluding trauma, inflammatory disease, and other 
structural causes of secondary OA. Control samples from 
HD were obtained from 4 patients (2 women and 2 men) 
aged between 35-72, diagnosed with meniscopathy, 
excluding inflammatory and rheumatic diseases, at the 
time of knee arthroscopic evaluation. The study was 
performed according to the recommendations of the 
Declaration of Helsinki and approved by the Clinical 
Research Ethics Committee of the Hospital La Princesa 
(Madrid, Spain). All biopsy samples were obtained after 
subjects gave informed consent. 
SF cultures were established by explant growth of 
synovial biopsies, cultured in heat-inactivated fetal 
bovine serum (FBS)/Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) (Lonza Ibérica S.A.U., Barcelona, 
Spain), with L-glutamine and antibiotic-antimycotic, 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), at 37°C and 5% CO2. 
After 3 passages, residual contamination by macrophages 
was avoided and monocultures of SF were obtained and 
used for experiments until passage 8. 
For treatments, HD- and OA-SF were cultured in 
serum-free complete DMEM in the absence (untreated) or 
presence of the following agents: 10ng/ml IL-1β 
(ImmunoTools) or 10 nM Fn-fs 45 KDa (Sigma-Aldrich, 
St Louis, MO, USA) for 24 hours.  
 
RNA extraction and RT-qPCR for ADAMTS 
gene expression 
 
Total RNA from cultured SF was obtained using 
Tri®Reagent (Sigma-Aldrich). 2µg of RNA were reverse 
transcribed using a High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). Semiquantitative real-time PCR (qPCR) analysis 
was performed using a TaqMan® Gene Expression 
Master Mix with manufactured-predesigned primers and 
probes for β-actin (NM001101.3), ADAMTS-4 
(NM005099.4), ADAMTS-5 (NM007038.3), ADAMTS-
7 (NM014272.3) and ADAMTS-12 (NM030955.2) 
(Applied Biosystems). We normalized the target gene 
expression to the housekeeping gene, β-actin (2–∆Ct). 
For relative quantification, results were presented as the 
relative expression with respect to the untreated condition 
using the formula 2–∆∆Ct, as previously described.11 
 
Immunocytochemistry 
 
SF were cultured on glass coverslips, fixed with 
paraformaldehyde, and permeabilized with Tween-20 in 
phosphate buffered saline (PBS). Cells were blocked with 
PBS containing donkey serum and incubated with rabbit 
polyclonal anti-human antibodies for ADAMTS-4, -5, -7 
or -12 (Sigma-Aldrich). After washing, cells were 
incubated with AlexaFluor 488 donkey anti-rabbit IgG 
antibody (Invitrogen). Coverslips were counterstained 
with Hoechst. Background fluorescence was reduced with 
Sudan Black in ethanol. Negative controls were 
performed in the absence of primary antibodies (data not 
shown). Fluorescence was examined using an Olympus 
BX51 microscope with DP72 camera model (objective 
40X). 
 
Quantification of ADAMTS in culture 
supernatants 
 
Levels of ADAMTS were measured in the culture 
supernatants using commercial ELISA kits for 
Pérez-García et al 
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ADAMTS-4 and -5 (Cloud-Clone Corp, Houston, Texas, 
USA), and ADAMTS-7 and -12 (MyBioSource, San 
Diego, CA, USA).   
 
Aggrecanase activity assay 
 
Aggrecanase activity was measured in the SF culture by a 
Sensitive Aggrecanase Activity ELISA Kit (MD 
Bioproducts, Zürich, Switzerland), according to the 
manufacturer’s instructions. Briefly, this assay consists in 
two modules. In the Aggrecanase Module, a modified 
interglobular domain (aggrecan-IGD-s) is digested with 
aggrecanases, and its proteolytic cleavage releases an 
aggrecan peptide (ARGSVIL-peptide-s), which is then 
quantified with antibodies in the ELISA Module. 
 
GAGs and COMP assays in cartilage-SF 
cocultures 
 
Release of GAG and COMP degradation products from 
cartilage was measured in culture supernatants from wells 
containing cocultures of SF over cartilage explants.12 OA 
human cartilages were obtained from 3 patients 
undergoing total hip arthroplasty from Hospital del Mar 
(Barcelona, Spain). Fixed diameter (6mm) and height 
(2mm) sections were collected from cartilage areas 
without macroscopically signs of OA. Samples were 
frozen at -80°C and stored until testing. 1 explant per 
well was attached to a 24 well plate. HD- or OA-SF were 
added drop-wise on top of the cartilage surface. After 3 
hours of incubation, wells were filled with the treatments 
described in DMEM, and cultures were continued for 14 
days. Culture supernatants were collected for detection of 
GAG and COMP degradation products, using a 
BlyscanTM Sulfated Glycosaminoglycan Assay 
(Biocolor Ltd County Antrim, Ireland, UK), and a 
Quantikine® Human COMP Immunoassay (R&D 
Systems, Abingdon, OX, UK), respectively. Frozen 
sections were prepared using a cryostat and stained with 
Alcian blue and Callejas’s tricromic. Sections were 
observed using an Olympus BX51 microscope with DP72 
camera model (objective 20X). 
 
Runx2 assay 
 
SF were incubated with IL-1β or Fn-fs for 60 and 30 
minutes, respectively. A Nuclear Extract Kit (Active 
Motif, Rixensart, Belgium) was used for nuclear extracts 
preparation, and the protein content was measured with a 
QuantiProTM BCA Assay Kit (QBCA) (Sigma-Aldrich). 
Cytoplasmic extracts obtained were stored at -80οC for 
later use in the Western blot. Nuclear extracts 
(12µg/well) were added to a 96-well plate and Runx2 
activity was measured using a TransAMTM AML-
3/Runx2 kit (Active Motif). Time-course of Runx2 
activation after incubation with IL-1β or Fn-fs was 
studied (data not shown), and the experiments were 
performed at 60 or 30 minutes of treatment, respectively. 
 
 
Β-catenin assay 
 
To detect β-catenin levels, a β-catenin (Total) and a 
(Phospho) InstantOneTM ELISA kits were used 
(eBioscience, San Diego, CA, USA) with SF cellular 
lysates. Briefly, SF were scraped into PBS, centrifuged 
and resuspended in the Cell Lysis Buffer Mix 
(eBioscience). Protein content was measured by QBCA. 
Levels of β-catenin in the cellular lysates were measured 
after 60 minutes of treatment with IL-1β or Fn-fs. 
 
Western blot 
 
For the detection of ADAMTS SF culture supernatants 
were collected. For Runx2 and β-catenin, cytoplasmic 
extracts previously obtained were used and protein 
content was measured by QBCA. Cytoplasmic extracts 
(15µg/well) or culture supernatants were subjected to 
SDS-PAGE and blotted on a PVDF membrane (Bio-Rad 
Laboratories, France). 
Membranes were blocked with Tris-buffered saline 
containing BSA and Tween-20, and incubated with 
mouse monoclonal anti-human ADAMTS-4, ADAMTS-
5 (R&D Systems), Runx2 or β-catenin (Santa Cruz 
Biotechnology) antibodies, or rabbit polyclonal anti-
human ADAMTS-7 or ADAMTS-12 antibodies (Abcam, 
UK). Appropriate horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibodies were applied and detected by 
Western blot Luminol Reagent (Santa Cruz 
Biotechnology). For Runx2 and β-catenin, we used β-
actin as a loading control. Protein bands were scanned 
and quantified with the Bio-Rad Quantity One program. 
 
Statistical analysis 
 
Data were analyzed using the GraphPad Prism software 
(version 6). Data were subjected to normality test 
(Kolmogórov-Smirnov test) and equal variance test (F-
test). Statistical differences between sample groups were 
assessed using Student’s two-tailed t-test or unpaired t-
test with Welch's correction, in case of groups with 
different variances. P˂0.05 were considered statistically 
significant. Results are presented as the means ± SEM.  
 
Results 
 
SF express and release ADAMTS-4, -5, -7 and 
-12 in HD and OA patients 
 
We explored the constitutive expression of ADAMTS in 
HD- and OA-SF by qPCR (Figure 1). Patterns of 
constitutive ADAMTS gene expression were similar in 
HD- and OA-SF. ADAMTS-5 was the most expressed 
followed by ADAMTS-4, ADAMTS-7 and ADAMTS-
12. ADAMTS-5 transcripts were nearly 50-fold higher 
than ADAMTS-12. Comparing HD- and OA-SF, 
ADAMTS-4 and -7 transcripts were 2 and 4-fold higher 
in OA- than in HD-SF, respectively. However, 
ADAMTS-5 and -12 mRNA levels were similar.  
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ADAMTS protein expression was confirmed by 
immunocytochemistry. HD- and OA-SF displayed 
cytoplasmic immunostaining for ADAMTS-4, -5, -7 and 
-12 (Figure 2). No staining was observed in isotype 
controls (data not shown).  
ADAMTS were also evaluated in SF culture 
supernatants by Western blot (Figure 3). We confirmed 
that all ADAMTS are released to the medium by HD- and 
OA-SF. Western blots for ADAMTS-4 and -5 revealed 
bands corresponding to the active forms (~50kDa), and 
additional bands of 90 kDa for ADAMTS-4 and 100 kDa 
for ADAMTS-5 corresponding to the proenzymes. 
ADAMTS-7 and ADAMTS-12 Western blots revealed a 
band with the predicted size of the active forms (~180 
kDa). Additional smaller bands (~80 kDa) could 
represent truncated forms of both proteins.  
 
 
Figure 1 mRNA expression of ADAMTS in HD- and OA-SF. 
ADAMTS-4, -5, -7 and -12 mRNA expression was measured by 
RT-qPCR and normalized to β-actin using the formula 2–ΔCt (see 
Patients and Methods). Values are presented as mean ± SEM of 
triplicate determinations (HD, n=4; OA, n=11). &p<0.05 and 
&&&p<0.001 HD vs OA. 
 
 
IL-1β and Fn-fs enhance the expression of 
ADAMTS-4 and ADAMTS-5 in SF 
 
Since SF has been suggested to represent an important 
source of aggrecanases within the joint mediating 
cartilage destruction,6 we next studied the effect of IL-1β 
and Fn-fs on their production. IL-1β and Fn-fs increased 
the transcript and protein of ADAMTS-4 in HD- and OA-
SF compared with the untreated cells. While the IL-1β 
induction of ADAMTS-4 was similar in HD- and OA-SF, 
the stimulation with Fn-fs was higher in OA-SF (Figure 
4A). A significant increase in ADAMTS-5 transcripts 
was detected only in OA-SF after stimulation, with no 
effect in HD-SF (Figure 4B, left). However, at protein 
level we detected comparable increases in HD- and OA-
SF after IL-1β treatment. The effect of Fn-fs stimulation 
was confirmed at protein level in OA-SF (Figure 4B, 
right). Altogether, these results show that IL-1β increased 
ADAMTS-4 and -5 in HD- and OA-SF, while Fn-fs 
showed more specific effects in OA, resulting in a 
significant augmented expression of ADAMTS-4 in OA-
SF compared with HD, as well as a restricted stimulation 
of ADAMTS-5 production in OA-SF. 
 
 
 
Figure 2 Immunocytochemistry of ADAMTS in HD- and OA-SF. 
Protein expression of ADAMTS-4 (A,B), ADAMTS-5 (C,D), 
ADAMTS-7 (E,F), and ADAMTS-12 (G,H) was analyzed by 
immunofluorescence staining (green). Nuclei were 
counterstained with Hoeschst (blue). Figure shows a 
representative image of three independent experiments for HD-
SF (A,C,E,G) and OA-SF (B,D,F,H). Fluorescence was examined 
on an Olympus BX51 microscope with DP72 camera mode 
(Objetive 40x). 
 
 
Aggrecanase activity in SF and GAGs release 
in cartilage-SF cocultures 
 
ADAMTS-4 and -5 cleave aggrecan within the 
interglobular domain at the Glu-373 and Ala-374 bond. 
Thus, we assessed the ability of ADAMTS-4 and -5 
produced by cultured SF to this cleavage by measuring 
aggrecanase activation and the ARGSVL-peptide-s 
released in culture supernatants by means of ELISA.  
Both the constitutive aggrecanase activity and the 
derived peptide were significantly greater in OA- 
compared to HD-SF (Figure 4C, top). Fn-fs significantly 
increased aggrecanase activity and the derived peptide 
exclusively in OA-SF, while IL-1β did not induce any 
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change (Figure 4C, bottom). Interestingly, these results 
correlated with the Fn-fs induction of ADAMTS-4 and -5 
in OA-SF.  
The aggrecanase activity yields the generation of 
GAGs from the aggrecan in cartilage ECM. Hence, we 
next studied the potential capacity of SF to degrade 
cartilage by measuring GAG release in supernatants from 
cartilage-SF cocultures (Figure 4D). The effects of IL-1β 
and Fn-fs after 14 days of treatment were evaluated. The 
constitutive release of GAGs to the medium was 
significantly greater in OA-SF compared to HD-SF. IL-
1β induced no change in GAGs levels, whereas Fn-fs 
enhanced significantly the release of GAGs in both HD- 
and OASF (Figure 4E). 
 
 
 
Figure 3 Western blot of ADAMTS in HD- and OA-SF culture 
supernatants. Presence of ADAMTS-4 (A), ADAMTS-5 (B), 
ADAMTS-7 (C), and  ADAMTS-12 (D) was detected by Western 
blot in culture supernatants. In all cases, two bands 
corresponding to each ADAMTS were detected. (HD, n=3; OA, 
n=3). 
 
 
Runx2 and β-catenin activation in SF 
 
Runx2 and β-catenin are two transcription factors 
involved in chondrocytes metabolism and aggrecanase 
gene expression.8, 9 We investigated whether they could 
mediate the stimulatory effects of IL-1β and Fn-fs on the 
ADAMTS expression. IL-1β and Fn-fs significantly 
induced the Runx2 nuclear activation in HD- and OA-SF 
(Figure 5A, left). Moreover, western blotting analysis 
confirmed that IL-1β and Fn-fs treatments decreased the 
inactive Runx2 protein (55KDa) in cytoplasmic extracts 
of SF (Figure 5A, right). 
 
 
 
 
Figure 4 Induction of ADAMTS-4 and -5 by Fn-fs and IL-1β in 
HD- and OA-SF. Left A,B: ADAMTS-4 and -5 -12 mRNA 
expression was measured after 24h of treatment by RT-qPCR, 
normalized to β-actin and presented as the relative quantification 
with respect to the untreated cells using the formula 2–∆∆Ct (see 
Patients and Methods). Values are presented as mean ± SEM of 
triplicate determinations (HD, n=4; OA, n=7). Right A,B: 
Presence of ADAMTS-4 and -5 after 24h of treatment was 
determined by ELISA in the culture supernatants. Values are 
presented as the percentage of untreated cells (mean ± SEM of 
duplicate determinations) (HD, n=4; OA, n=7). C: Aggrecanase 
activity was measured in culture supernatants by an 
Aggrecanase Activity ELISA kit after 24h of treatment. The 
aggrecanase activation (left) and the ARGSVL-peptide-s 
released (right) are shown, in untreated cells (top) and after 
stimulation (percentage of untreated cells) (bottom). Values are 
presented as mean ± SEM of duplicate determinations (HD, n=4; 
OA n=5). D: Representative histological section of a cartilage 
explant (asterisk) with SF (arrow); Alcian blue and Callejas’s 
tricromic staining (objective 20X). E: GAGs were detected in 
cartilage-SF cocultures supernatants after 14 days of treatment 
by a BlyscanTM Sulfated Glycosaminoglycan Assay. Values are 
presented as mean ± SEM of duplicate determinations (HD, n=3; 
OA n=3). Dashed lines represent the untreated condition. 
&p<0.05 HD vs OA; *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 HD or OA 
vs untreated.  
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In the cytoplasm, β-catenin is regulated by interaction 
with a multiprotein complex that phosphorylates it to be 
degraded by proteasomes. Upon activation of Wnt 
signaling, non-phosphorylated β-catenin is transported to 
the nucleus, where it couples with the complex TCF/LEF 
(T-cell factor/lymphoid-enhancing factor) to initiate the 
transcription of ADAMTS-4 and -5 genes.13 We 
measured both β-catenin forms in cellular lysates of SF, 
where levels of phosphorylated β-catenin were 
undetectable by ELISA (data not shown). Thus, we 
measured the total β-catenin that mainly represented the 
active form. Significantly greater amounts of constitutive 
β-catenin were found in OA-SF than in HD-SF. 
Moreover, we detected β-catenin induction exclusively in 
OA-SF after IL-1β and Fn-fs treatment (Figure 5B, left). 
These results were confirmed by Western blot with a 
decrease in cytoplasmic β-catenin (92KDa), 
corresponding to the inactive form (Figure 5B, right). 
 
Induction of ADAMTS-7 and ADAMTS-12 by IL-
1β and Fn-fs in SF, and COMP production in 
cartilage-SF cocultures 
 
We further studied the effects of IL-1β and Fn-fs on the 
ADAMTS involved in the degradation of COMP. 
ADAMTS-7 and -12 share a C-terminal COMP/GEP-
binding TSP domain. Their effects in OA are due to the 
association of this domain with COMP and its subsequent 
degradation. Significant increases in ADAMTS-7 
transcript and protein were detected after IL-1β and Fn-fs  
 
 
 
 
 
 
 
stimulation. However, this augment was higher in OA 
than in HD (Figure 6A). Regarding ADAMTS-12, we 
observed an increase of mRNA and protein induced by 
both stimuli exclusively in OA-SF (Figure 6B).  
Production of COMP fragments was measured in the 
supernatants of the cultures after 14 days of treatment 
with IL-1β and Fn-fs. The constitutive COMP fragments 
release was significantly greater in OA-SF. Moreover, 
significant increases were detected after IL-1β and Fn-fs 
stimulation being in OA- more than twice the induced in 
HD-SF (Figure 6C). 
 
Discussion 
 
ADAMTS metalloproteinases play key roles in cartilage 
homeostasis and in the pathogenesis of OA, where the 
disruption of this balance, in favor of proteolysis, leads to 
a pathological cartilage destruction.3 ADAMTS-4, -5, -7 
and -12 have been implicated in the breakdown of 
cartilage in OA,14, 15 ADAMTS-4 and -5 degrading 
aggrecan, and ADAMTS-7 and -12 degrading COMP. 
Although their functions are well understood in cartilage, 
few studies have addressed the contribution of SF to their 
expression and release.  
We showed that ADAMTS-5 was the most expressed 
in both HD- and OA-SF. While ADAMTS-4 gene 
expression was higher in OA than in HD, ADAMTS-5 
mRNA expression was similar in both. However, lower 
levels of ADAMTS-4 and -5 have been reported in OA 
cartilage and synovium compared with non-OA tissues.16  
Figure 5 Activation of Runx2 and β-catenin by Fn-fs and IL-1β in HD- and OA-SF.  A left: Runx2 activation was measured in 
nuclear extracts after 24h of treatment using a TransAMTM AML-3/Runx2 kit. Values are presented as mean ± SEM of duplicate 
determinations (HD, n=4; OA, n=4). B left: β-catenin was detected in cellular lysates after 24h of treatment by ELISA. Values 
are presented as mean ± SEM of duplicate determinations (HD, n=4; OA, n=5). &&&p<0.001 HD vs OA; *p<0.05 HD or OA vs 
untreated. Right A,B: Western blot of Runx2 and β-catenin in cytoplasmic extracts. Images are representative of three 
independent experiments. 
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Nevertheless, this discrepancy could be explained by 
the fact that whole synovium was used in their 
experiments. In addition, discordant data in the 
constitutive mRNA expression of ADAMTS-4 and -5 in 
non-OA and OA cartilage have been described,6 likely 
due to the different stages of the disease. 
The complexity of ADAMTS regulation, by both pre- 
and post-transcriptional mechanisms, which ultimately 
determine the levels of secreted enzymes, has been 
reported.6 In this study we demonstrated that both HD- 
and OA-SF release aggrecanases. Western blot analysis 
of ADAMTS-4 and -5 in SF culture supernatants revealed 
the presence of the 50 kDa active forms of both enzymes 
similar to those reported in OA synovial fluids.17 We also 
observed the major 90 kDa form of ADAMTS-4, which 
has been described as the proenzyme in cartilage from 
OA patients15 and in SF.18 Regarding ADAMTS-5, we 
observed a major 100 kDa band in the culture medium, 
whereas other authors have reported a 70 kDa proenzyme 
form of ADAMTS-5 in cartilage and SF from OA 
patients,15,18 that could represent a different degradation 
fragment. 
We reported that the aggrecanase activity and GAGs 
release are constitutively greater in OA than in HD. By 
contrast, no differences in the expression of aggrecanases 
between non-OA and OA synovium have been 
reported,18,19 with no data about their activity.  
Our results showed that IL-1β, a major mediator of 
cartilage degradation and joint inflammation,20 increased 
the production of ADAMTS-4 and -5 with no impact in 
the aggrecanase activity or GAGs production. A recent 
study reported that IL-1β induced expression of 
ADAMTS-4 in SF but did not measure the aggrecanase 
activity.21 At functional level, our results are in  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
agreement with previous findings showing that 
ADAMTS-4 and -5 are not regulated by this cytokine in 
SF.18,19 Since synovial inflammation intensity is greater in 
OA initial stages,4 and matrix degradation in early OA 
begins with the activation of MMP-3 and ADAMTS-5,22 
our results could be explained by the advanced disease 
stage of our patients. 
Articular cartilage matrix proteins are degraded in OA 
resulting in the production of fragments with pro-
inflammatory properties, including those of 
fibronectin.23,24 Whereas in chondrocytes it has been 
described the role of N-terminal Fn-fs 45KDa inducing 
matrix metalloproteinases synthesis and aggrecan 
degradation,25-27 there are no data about its action in other 
joint cells. Here we describe for the first time the 
aggrecanases induction by Fn-fs in SF. In line with these 
previous reports, we noticed that Fn-fs produced a more 
specific effect in OA-SF increasing aggrecanases 
production and activity, as well as cartilage degradation, 
evaluated by GAGs release from SF-cartilage cocultures. 
Thus, in stages of SF hyperplasia in OA, Fn-fs could 
establish a feedback loop contributing to the maintenance 
of cartilage erosion.  
Runx2 is a master transcription factor that regulates 
chondrocyte hypertrophy in OA with binding sites in 
ADAMTS-4 and -5 promoter regions.8,9 Besides, Wnt/β-
catenin signaling is a potent stimulator of chondrocyte 
matrix catabolic action triggering joint destruction, 
playing an important role in the OA pathophysiology,28,29 
which also regulates aggrecanases expression.10 We 
showed that IL-1β and Fn-fs induced Runx2 in HD- and 
OA-SF. Of interest, we detected β-catenin induction 
exclusively in OA-SF. These results could shed some 
light on the understanding of how synovitis is triggered in 
Figure 6 Induction of ADAMTS-4 and 
-5 by Fn-fs and IL-1β in HD- and OA-
SF. Left A,B: ADAMTS-7 and -12 
mRNA expression was measured after 
24h of treatment by RT-qPCR, 
normalized to β-actin and presented as 
the relative quantification with respect 
to the untreated cells using the formula 
2–∆∆Ct (see Patients and Methods). 
Values are presented as mean ± SEM 
of triplicate determinations (HD, n=4; 
OA, n=7). Right A,B: Presence of 
ADAMTS-4 and -5 after 24h of 
treatment was determined by ELISA in 
the culture supernatants. Values are 
presented as the percentage of 
untreated cells (mean ± SEM of 
duplicate determinations) (HD, n=4; 
OA, n=7). C: COMP degradation 
products were detected in cartilage-SF 
cocultures supernatants after 14 days 
of treatment by a Quantikine® Human 
COMP Immunoassay. Values are 
presented as mean ± SEM of triplicate 
determinations (HD, n=3; OA n=3). 
Dashed lines represent the untreated 
condition. &p<0.05 HD vs OA; *p<0.05, 
**p<0.01 and ***p<0.001 HD or OA vs 
untreated. 
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OA which is an issue under exploration. The disruption 
of the articular cartilage matrix is the most differencing 
feature in OA, and the resulting fragments of ECM 
catabolism have been associated to inflammation through 
the triggering of Toll-like receptors (TLRs) signaling 
pathways. Thus, fibronectin as an endogenous ligand of 
TLR4 could act through its engagement, given that TLR4 
is present in SF.30,31 
ADAMTS-7 and -12 have been detected mainly in 
cartilage, with an upregulated expression of their 
transcripts in OA compared with HD. Regarding other 
joint tissues, ADAMTS-7 and -12 mRNA expression 
have been previously described in whole synovium, with 
similar levels in OA and HD.16 In the present study we 
show for the first time, that isolated SF express and 
release ADAMTS-7 and -12. ADAMTS-7 trancripts were 
higher in OA- than in HD-SF, while expression of 
ADAMTS-12 was similar in both.  
Our results are the first to describe the presence of 
ADAMTS-7 and -12 proteins in SF. Western blots of 
ADAMTS-7 showed the band of approximately 180 kDa, 
similar to the active form previously described in a 
human kidney cell line.32 Regarding ADAMTS-12 we 
reported two bands, a band around 180 kDa of the active 
form, equivalent to the previously reported in the same 
human line,33 and a smaller band of 80 kDa that could 
represent the C-terminal fragment containing the TS-1 
repeats.34,35  
As ADAMTS-7 and -12 are involved in the breakdown of 
arthritic articular cartilage,33,36 SF represent other source 
of both metalloproteinases that would contribute to the 
maintenance of the cartilage damage. In this sense, 
COMP fragments have been identified in cartilage, 
synovial fluid and serum from OA and rheumatoid 
arthritis patients.37 Different joint tissues such as bone, 
cartilage, synovium and tendon contain and express 
ADAMTS-7, which co-localizes with ADAMTS-12 and 
COMP in the cytoplasm of chondrocytes.38,39 In line with 
this, we reported here that cartilage-OA-SF cocultures 
constitutively release COMP fragments to the medium at 
significant higher levels than cartilage-HD-SF cocultures. 
TNFα and IL-1β increase ADAMTS-7 and -12 
mRNA in cartilage explants,40 whereas ADAMTS-12 is 
not induced in human fetal fibroblasts.34 We report for 
the first time in SF that IL-1β and Fn-fs promoted 
significant increases in ADAMTS-7 transcripts and 
protein levels, being greater in OA- than in HD-SF. 
Similarly, ADAMTS-12 transcripts and protein were 
stimulated by IL-1β and Fn-fs specifically in OA-SF. 
Interestingly, ADAMTS-12 was the only ADAMTS 
studied exclusively induced in OA-SF. Those facts are 
important for the development of combined therapies 
based on the blockade of these ADAMTS. Emergent data 
indicate that ADAMTS-12 has multiple functions in the 
inflammatory response,40 angiogenesis, and apoptosis.41-
43 Thus, further studies are needed to clarify whether 
ADAMTS-12 is also involved in those functions during 
OA development. 
Our results showed that the stimulation of COMP 
degradation products by IL-1β and Fn-fs was greater in 
OA-SF. Since specific antibodies against ADAMTS-7 
and -12 inhibited the TNFα- or IL-1β-induced COMP 
degradation in the cartilage of OA patients,44 this 
increased production of COMP fragments after IL-1β and 
Fn-fs treatments could be ascribed to the increased 
expression of both ADAMTS. Since, by contrast to 
ADAMTS-12, IL-1β and Fn-fs also induced ADAMTS-7 
in HD-SF, COMP degradation may be mainly attributed 
to its action. Although studies blocking ADAMTS-7 and 
-12 expression are needed to confirm these results, our 
data suggest that, in the late phase of OA, IL-1β and Fn-
fs may contribute to the damage of noncollagenous 
components of the ECM by increasing ADAMTS-7 and -
12. 
Overall, our data indicate that SF provide 
aggrecanases, ADAMTS-7, and ADAMTS-12 that 
contribute to the chronicity and destruction of OA joint. 
IL-1β and Fn-fs play important roles in the disease, 
promoting the degradation of aggrecan and COMP from 
the cartilage ECM by increasing ADAMTS production 
and signaling pathways involved in their expression and 
cartilage degradation. In this process Fn-fs are more 
effective in the induction of aggrecanases. We showed 
that levels of ADAMTS-4, one of the main aggrecanases 
in cartilage destruction, were higher in OA than in HD. 
Interestingly, the higher levels of ADAMTS-7 in OA 
compared to HD, as well as the specific regulation of 
ADAMTS-12 in SF from OA patients, suggest their 
potential as new therapeutic targets for the treatment of 
the disease. Altogether, our results point to an important 
contribution of SF, providing the biochemical tools, to 
the chronicity and destruction of the osteoarthritic 
affected joint.  
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Abstract
ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) family is known to play an important role in the pathogenesis of
osteoarthritis (OA), working on aggrecan degradation or altering the integrity of extracellular matrix (ECM). Thus, the main purpose of our study
was to define the role of vasoactive intestinal peptide (VIP) and corticotrophin-releasing factor (CRF), as immunoregulatory neuropeptides, on
ADAMTS production in synovial fibroblasts (SF) from OA patients and healthy donors (HD). OA- and HD-SF were stimulated with pro-inflamma-
tory mediators and treated with VIP or CRF. Both neuropeptides decreased ADAMTS-4, -5, -7 and -12 expressions, aggrecanase activity,
glycosaminoglycans (GAG), and cartilage oligomeric matrix protein (COMP) degradation after stimulation with fibronectin fragments (Fn-fs) in
OA-SF. After stimulation with interleukin-1b, VIP reduced ADAMTS-4 and -5, and both neuropeptides decreased ADAMTS-7 production and
COMP degradation. Moreover, VIP and CRF reduced Runx2 and b-catenin activation in OA-SF. Our data suggest that the role of VIP and CRF on
ADAMTS expression and cartilage degradation could be related to the OA pathology since scarce effects were produced in HD-SF. In addition,
their effects might be greater when a degradation loop has been established, given that they were higher after stimulation with Fn-fs. Our results
point to novel OA therapies based on the use of neuropeptides, since VIP and CRF are able to stop the first critical step, the loss of cartilage
aggrecan and the ECM destabilization during joint degradation.
Keywords: VIP CRF ADAMTS osteoarthritis synovial fibroblast COMP glycosaminoglycans
Introduction
Control of the structure and function of the extracellular matrix (ECM)
is a main role of ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) family. They can be classified in four sub-
groups on the basis of their known substrates, for instance aggre-
cans, other proteoglycans, cartilage oligomeric matrix protein
(COMP) or procollagen. Consequently, they have essential roles in
tissue development and maintenance, and their dysregulation is asso-
ciated with a number of diseases such as arthritis, cancer, atheroscle-
rosis and central nervous system injury and disorders [1].
Osteoarthritis (OA) is a debilitating degenerative disease of articu-
lar joints, mainly characterized by articular cartilage degradation, sub-
chondral bone alterations and localized inflammation [2].
Osteoarthritis appears as a result of a progressive loss of aggrecan
from cartilage, leading to exposure of the collagen matrix and its
breakdown by metalloproteases [2–4]. Within the subgroup of aggre-
canases, ADAMTS-4 and -5 play important roles in OA, emerging as
therapeutic targets in arthritis [5]. They are constitutively expressed
in human chondrocytes and synovial fibroblasts (SF), and their
expression is induced by pro-inflammatory cytokines and products of
matrix degradation as fibronectin fragments (Fn-fs) [3, 6, 7]. Other
important molecule in the maintenance of cartilage is COMP that sta-
bilizes ECM via specific interactions with matrix components such as
collagen, aggrecan and fibronectin. Its degradation may also play a
key role in the pathogenesis of arthritis [3, 8]. ADAMTS-7 and -12
belongs to the COMP-cleaving enzymes subgroup. They are also pro-
duced by chondrocytes and SF and up-regulated by pro-inflammatory
mediators [3, Perez-Garcıa et al., unpublished data]. Moreover, their
overexpression is related to cartilage degenerative diseases and to
disease progression in a mouse model of arthritis [9, 10].
Neuropeptides present in the joints are important mediators able
to control several processes as inflammation, immunomodulation
and cartilage or bone maintenance. Vasoactive intestinal peptide
(VIP) and corticotropin-releasing factor (CRF) are two neuropeptides
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present in the joint released from nerve ending, lymphocytes or SF,
among other cells [11, 12]. Vasoactive intestinal peptide exerts anti-
inflammatory and immunomodulatory actions in several autoimmune
and inflammatory disorders [13, 14]. Treatment with VIP significantly
reduced incidence and severity of arthritis in a mouse experimental
model, completely abrogating joint swelling and destruction of carti-
lage and bone [15, 16]. In addition, VIP is able to reduce levels of
some enzymes involved in ECM degradation in FLS from OA patients
[17]. On the other hand, CRF can exert both pro- and anti-inflamma-
tory functions depending on the type of receptors, tissues and dis-
ease phases [18, 19]. Furthermore, some members of CRF family
have shown a protective role on cartilage and bone cellular mainte-
nance [20, 21].
All in all, ADAMTS play a key role in the cartilage destruction in
OA, and their modulation is essential for the maintenance of the
joints. Thus, the main purpose of our study was to define the role of
VIP and CRF on ADAMTS produced by SF, as important cells also
implicated in the maintenance of the cartilage ECM, in OA patients
and healthy donors (HD). To our knowledge, this is the first study
demonstrating that VIP and CRF can target the ADAMTS family
in vitro.
Patients and methods
Patients and SF cultures
Synovial tissue was obtained from 20 active OA patients (16 women
and 4 men) aged between 48 and 87 years, at the time of knee pros-
thetic replacement surgery. Patients had advanced disease and were
diagnosed of primary OA, excluding trauma, inflammatory disease, and
other structural causes of secondary OA. Control samples from HD
were obtained from four patients (2 women and 2 men) aged between
35 and 72 years, diagnosed with meniscopathy, excluding inflammatory
and rheumatic diseases, at the time of a knee arthroscopic evaluation.
The study was performed according to the recommendations of the
Declaration of Helsinki and was approved by the Clinical Research
Ethics Committee of the Hospital La Princesa (Madrid, Spain). All
biopsy samples were obtained after subjects gave their informed con-
sent.
Synovial fibroblasts cultures were established by explant growth of
synovial biopsies which were cultured in 10% heat-inactivated foetal
bovine serum (FBS)/DMEM (Lonza, Iberica S.A.U., Barcelona, Spain)
completed with 1% L-glutamine and 1% antibiotic–antimycotic (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA), at 37°C and 5% CO2. After three passages,
residual contamination by macrophages was avoided and monocultures
of SF were obtained and used for experiments until passage 8.
Treatments of SF cultures
Healthy donors- and OA-SF were cultured in serum-free complete
DMEM in the absence (untreated) or in the presence of the following
agents: 10 ng/ml interleukin-1b (IL-1b; Immunotools GmbH, Friesoythe,
Germany) or 10 nM Fn-fs 45 kDa for 24 hrs. Fn-fs were commercially
predesigned from human plasma fibronectin (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). These treatments were applied alone or in combination with
10 nM VIP (Polypeptide) or 10 nM CRF (Phoenix Pharmaceuticals, Inc,
Karlsruhe, Germany).
RNA extraction and RT-qPCR for ADAMTS gene
expression
Synovial fibroblasts were cultured in 100-mm petri dishes (3 9 105
cells/dish). Total RNA was obtained using TriReagent (Sigma-Aldrich).
2 lg RNA were reverse transcribed using a High Capacity cDNA Rev-
erse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Semi-
quantitative real-time PCR analysis was performed with a TaqMan
Gene Expression Master Mix with manufactured-predesigned primers
and probes for b-actin (NM001101.3), ADAMTS-4 (NM005099.4),
ADAMTS-5 (NM007038.3), ADAMTS-7 (NM014272.3) and ADAMTS-12
(NM030955.2) (Applied Biosystems). For relative quantification, we nor-
malized the target gene expression to the housekeeping gene (b-actin).
Results were presented as the relative expression with respect to the
untreated condition using the formula 2ΔΔCt, as previously described
[12].
Quantification of ADAMTS in culture supernatant
Synovial fibroblasts were cultured in six-well plates (6 9 104 cells/well).
The levels of ADAMTS were measured in the culture supernatants using
a commercial ELISA kits for ADAMTS-4 and -5 (Cloud-Clone Corp,
Houston, TX, USA), and ADAMTS-7 and -12 (MyBioSource, San Diego,
CA, USA).
Aggrecanase activity assay
Aggrecanase activity was measured in the SF culture supernatants from
100-mm petri dishes (3 9 105 cells/dish) using a Sensitive Aggre-
canase Activity ELISA kit (MD Bioproducts, Z€urich, Switzerland), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Briefly, this assay consists in
two modules. In the Aggrecanase Module, a modified interglobular
domain (aggrecan-IGD-s) is digested with aggrecanases, and its prote-
olytic cleavage releases an aggrecan peptide (ARGSVIL-peptide-s),
which is then quantified with antibodies in the ELISA Module.
Glycosaminoglycans and COMP assays in
cartilage-SF co-cultures
Release of glycosaminoglycans (GAGs) and COMP degradation prod-
ucts from cartilage tissue was measured in culture medium from wells
containing SF cultured over cartilage explants. Osteoarthritis human
cartilages were obtained from three patients undergoing total hip
arthroplasty in Hospital del Mar (Barcelona, Spain). Fixed diameter
(6 mm) and height (2 mm) sections were collected from cartilage
areas without macroscopically signs of OA. The samples were frozen
at 80°C and stored until testing. One explant per well was attached
to a 24 well plate. Healthy donors- or OA-SF were added drop-wise
on top of the cartilage surface (2 9 104 SF/explant). After 3 hrs of
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incubation at 37°C, wells were filled with 1 ml DMEM 10% FBS, with
the treatments described, and cultures were continued for 14 days.
Culture supernatants were collected to detect the release of GAGs and
COMP degradation products, using a BlyscanTM Sulfated Glycosamino-
glycan Assay (Biocolor Ltd, County Antrim, Ireland, UK), and a Quan-
tikine Human COMP Immunoassay (R&D Systems, Abingdon, OX,
UK), respectively. Cartilage explants were placed in OCT and frozen in
liquid nitrogen. Sections were prepared using a cryostat, placed on
slides and stained with Alcian blue and Callejas’s tricromic.
Runx2 Transcription factor activity assay
Synovial fibroblasts were cultured in 150-mm petri dishes (8 9 105
cells/dish). A Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart, Belgium) was
used for nuclear extract preparation, and the protein content was mea-
sured with a QuantiProTM BCA Assay Kit (Sigma-Aldrich). The nuclear
protein extracts (12 lg/well) were added to a 96-well plate and Runx2
activity was measured using a TransAMTM AML-3/Runx2 kit (Active
Motif). We studied the time course of Runx2 activation after incubation
with IL-1b or Fn-fs. Next, we performed the experiments at 60 min. or
30 min. respectively.
b-catenin assay
To detect b-catenin levels, a b-catenin (Total) and a (Phospho) Instan-
tOneTM ELISA kits were used (eBioscience, San Diego, CA, USA) with
SF cellular lysates. Briefly, SF cultured in 100-mm petri dishes
(3 9 105 cells/dish) were scraped into PBS, centrifuged and resus-
pended in the Cell Lysis Buffer Mix. Protein content was measured
using a QuantiProTM BCA Assay Kit (Sigma-Aldrich). The levels of b-
catenin in the cellular lysates were measured after 60 min. of treatment,
when the highest production of b-catenin was observed.
Statistical analysis
Samples were tested for normality by a Normality Test. Differences
between means of different groups (one-to-one comparisons) were
assessed using a Student’s two-tailed t-test with P < 0.05 considered
significant. Results are presented as the mean with a 95% confidence
interval (CI) (lower limit, upper limit). Data were analysed with Graph-
Pad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Results
VIP and CRF decrease ADAMTS-4, -5, -7 and -12
expression and function after stimulation with
Fn-fs in SF from OA patients
Fibronectin fragments are ECM degradation products that act as
inflammatory mediators and contribute to joint destruction in OA
[22]. The presence of Fn-fs in OA-SF increased the expression of
ADAMTS [Perez-Garcıa et al., unpublished data]. Our results showed
that treatment with VIP and CRF reduced mRNA expression and pro-
tein secretion of ADAMTS-4, -7 and -12 induced by Fn-fs in OA-SF.
The mRNA expression and protein secretion of ADAMTS-5 were also
decreased by VIP, whereas CRF only decreased the mRNA expression
of these aggrecanases (Fig. 1A and B, right). By contrast, treatment
of HD-SF with these neuropeptides after stimulation with Fn-fs only
reduced the ADAMTS-4 protein production (Fig. 1A and B, left).
To further dissect the role of VIP and CRF on ADAMTS family,
we performed functional determinations of this metalloproteinases.
Degradation of aggrecan is catalysed by ADAMTS-4 and -5 [2–4].
Measurement of aggrecanase activity in culture supernatants
showed a significant reduction in Fn-fs-induced OA-SF after VIP
and CRF treatments (Fig. 2A, right). The aggrecanase activity acts
on aggrecan in the cartilage ECM releasing GAGs. We next studied
the capacity of SF to degrade the cartilage by measuring GAG
release in the supernatants of cartilage-SF co-cultures. When OA-SF
were treated with Fn-fs, VIP and CRF significantly decreased the
release of GAGs to the medium (Fig. 2B, right). None of the
neuropeptides induced changes in the aggrecanase activity and in
the GAGs release in HD-SF. On the other hand, ADAMTS-7 and -12
are associated with COMP, a non-collagenous component of the
cartilage ECM [3, 8]. Cartilage oligomeric matrix protein degrada-
tion products from cartilage tissue were measured in supernatants
from cartilage-SF co-cultures. Also, the presence of VIP and CRF in
OA-SF after induction with Fn-fs significantly decreased the release
of COMP fragments (Fig. 2C, right). No changes were observed in
the case of HD-SF (Fig. 2A–C, left).
VIP and CRF differently modulate ADAMTS-4, -5,
-7 and -12 expression and function after
stimulation with IL-1b in SF from OA patients
To determine whether the effects of VIP or CRF on Fn-fs-induced
ADAMTS could be extended to other pro-inflammatory mediators
present in the OA joints, we used the catabolic cytokine IL-1b to
induce ADAMTS expression in cultured SF. Previous studies have
demonstrated that IL-1b induces the expression of ADAMTS-4, -5, -7
and -12 in OA-SF [Perez-Garcıa et al., unpublished data, 23]. Here,
we showed that VIP decreased the synthesis of ADAMTS-4, -5 and -
7. However, treatment with CRF showed a different pattern. Although
CRF reduced both, mRNA expression and protein secretion of
ADAMTS-7, it did not show any effect on ADAMTS-4 and -5 (Fig. 3A
and B right). No changes were observed in ADAMTS-12 after VIP or
CRF treatments. The only effect observed in HD-SF induced by IL-1b
was a reduction in the ADAMTS-4 and -5 protein production after
VIP treatment (Fig. 3A and B left).
Furthermore, the effect of VIP and CRF on ADAMTS-4 and -5
expression after stimulation with IL-1b was not confirmed at func-
tional level. Aggrecanase activity and GAG release in the super-
natants of OA cartilage-SF co-cultures showed similar values in the
presence and absence of these neuropeptides (Fig. 4A and B, right).
Conversely, the presence of VIP and CRF in IL-1b-induced OA-SF
significantly decreased the release of COMP fragments, related to
ª 2016 The Authors.
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ADAMTS-7 and -12 actions (Fig. 4C, right). At functional level, no
changes were observed in IL-1b-induced HD-SF after VIP or CRF
treatment (Fig. 4 A–C, left).
VIP and CRF reduce activation of Runx2 and
b-catenin transcription factors in SF from OA
patients
To elucidate the mechanism involved in the modulation of the
ADAMTS family by VIP and CRF, we tested two transcription factors
that regulate gene expression of some ADAMTS, Runx2 and b-catenin
[24, 25]. Vasoactive intestinal peptide and CRF decreased the Runx2
activation induced by Fn-fs and IL-1b in OA-SF (Fig. 5A, right). The
other transcription factor studied, b-catenin, showed the same profile
(Fig. 5B, right). In this case, we measured the total b-catenin that
mainly represented the active form since the levels of phosphorylated
b-catenin were undetectable. No changes were observed in HD-SF
(Fig. 5A and B, left).
Discussion
At present, this is the first study demonstrating the role of two
endogenous neuropeptides present in the joint microenvironment,
VIP and CRF, on ADAMTS family in vitro. Destruction of the ECM
from the articular cartilage and subchondral bone in OA joints, is
thought to be mediated by excessive proteolytic activity as a result of
several events that take place in sequence [26]. The ADAMTS family
is known to play an important role in the pathogenesis of OA, working
on aggrecan degradation or altering the integrity of the ECM [8, 27–
Fig. 1mRNA and protein expression of ADAMTS in Fn-fs-induced OA-SF in the presence of VIP or CRF. (A) ADAMTS-4, -5, -7 and -12 mRNA
expression was measured after 24 hrs of treatment by RT-qPCR, normalized to b-actin and presented as the relative quantification with respect to
the untreated cells using the formula 2ΔΔCt (see Patients and methods). Values are presented as the mean  S.E.M. of HD (n = 4) (left) and OA
(n = 7) (right), performed in triplicate. (B) The presence of ADAMTS-4, -5, -7 and -12 in the supernatants was determined by ELISA after 24 hrs of
treatment. Values are presented as the percentage of untreated cells (mean  S.E.M.) of HD (n = 4) (left) and OA (n = 7) (right), performed in
duplicate. Dashed lines represent the untreated condition. Significant differences between treatments are indicated by a bar with the P-value above.
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29]. The inhibition of these degradation enzymes can slow down or
block disease progression. Thus, the characterization of mediators as
neuropeptides, which can modulate these enzymes, is of great impor-
tance for both physiopathological and therapeutic perspectives.
Vasoactive intestinal peptide is a mediator shared by the neuroen-
docrine-immune network, which is considered as a potential
candidate for treatment in inflammatory and autoimmune diseases
[13]. Recently, VIP has been considered as a clinical biomarker in
rheumatoid arthritis (RA) and OA, where low serum VIP levels were
associated with worse prognosis [30, 31]. In this way, VIP decreases
pro-inflammatory mediators and degradative proteases [11, 13, 17,
32]. Moreover, protective effects of VIP upon bone and cartilage
destruction have been described in experimentally induced arthritis
[15, 16]. Present results showed that VIP differentially affects
ADAMTS-4, -5, -7 and -12 in OA-SF depending on the inflammatory
mediator that induced their expression. When IL-1b was present, the
effect of VIP on ADAMTS-4 and -5 protein production was not con-
firmed at functional level. The aggrecanase activity in SF and the GAG
release in cartilage-SF co-cultures showed similar values in the
presence or absence of VIP, probably because of the fact that IL-1b
did not induce the aggrecanase activity in SF [Perez-Garcıa et al.,
unpublished data, 33, 34]. However, VIP decreased expression and
function of ADAMTS-4 and -5 when they were induced by Fn-fs, that
was reflected in the reduction in the aggrecanase activity as well as in
the decrease in GAGs liberated from the cartilage explants. In the case
of ADAMTS associated with COMP degradation, VIP diminished
ADAMTS-7 mRNA expression and protein production in OA-SF in the
presence of both inflammatory mediators. Interestingly, the expres-
sion of ADAMTS-7 is relatively late in OA development [8]. However,
ADAMTS-12 transcript and protein were only decreased after Fn-fs
stimulation. Since VIP significantly decreased COMP degradation
after both Fn-fs and IL-1b stimulation, altogether these data may sug-
gest that the effects observed are mainly mediated by ADAMTS-7.
Fibronectin fragments result from progressive cartilage degeneration
in injured joints and act as a continuous loop degrading cartilage
through up-regulation of cartilage degrading enzymes [Perez-Garcıa
et al., unpublished data, 35]. Our data suggest that the role of VIP
blocking ECM degradation through the modulation of ADAMTS
expression could be related to the OA pathology since scarce effects
were produced by VIP in HD-SF. In addition, its actions might be
Fig. 2 Aggrecanase activity and detection
of GAGs and COMP degradation products
in Fn-fs-induced OA-SF in the presence of
VIP or CRF. (A) Aggrecanase activity was
measured in culture supernatants by an
Aggrecanase Activity ELISA kit after
24 hrs of treatment. A mean of duplicate
determinations was obtained for each HD
(n = 4) (left) and OA (n = 5) (right). (B)
GAGs in the supernatants from cartilage-
SF co-cultures were detected after
14 days of treatment using a BlyscanTM
Sulfated Glycosaminoglycan Assay. A
mean of duplicate determinations was
obtained for each HD (n = 3) (left) and
OA (n = 3) (right). (C) COMP degradation
products in the supernatants from carti-
lage-SF co-cultures were detected after
14 days of treatment using a Quantikine
Human COMP Immunoassay. A mean of
triplicate determinations was obtained for
each HD (n = 3) (left) and OA (n = 3)
(right). Dashed lines represent the
untreated condition. Values are presented
as the percentage of untreated cells
(mean  S.E.M.). Significant differences
between treatments are indicated by a bar
with the P-value above.
ª 2016 The Authors.
Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.
5
J. Cell. Mol. Med. Vol XX, No X, 2016
higher when a degradation loop has been established given that the
greater effects were observed after induction by Fn-fs, present only in
the late stages of OA.
Corticotrophin-releasing factor has also an important role in
the homoeostasis, both systematically and locally. An increasing
body of data point to an anti-inflammatory action of CRF in vitro
[18, 36, 37]. Besides, low CRF levels are clearly associated with
disease severity in a human autoimmune disease [38]. Another
member of its family, urocortin, is implicated in osteoclast differ-
entiation and is also related to the maintenance of the cartilage
and bone in OA [20, 21]. We observed that CRF had similar
effects to VIP on ADAMTS-7 and -12 expression and production
after treatment with IL-1b and Fn-fs, and on ADAMTS-4 and -5
expressions only after Fn-fs stimulation, with no effect after
induction with IL-1b. At functional level, the effects observed with
both neuropeptides were similar, decreasing the action of
ADAMTS-7 and -12 after both stimuli, and ADAMTS-4 and-5 func-
tions only after Fn-fs stimulation. These results may point out
that CRF could block ECM degradation in OA modulating ADAMTS
expression, in a similar way to VIP in late stages of the disease
when a degradation loop has already been established. Moreover,
a crosstalk between VIP and CRF in RA and OA has also been
described [12]. In addition, it is also important to consider that
some pathophysiological conditions that take place during the dis-
ease can affect the release of this neuropeptides, modifying their
levels [30, 31].
Fig. 3mRNA and protein expression of ADAMTS in IL-1b-induced OA-SF in the presence of VIP or CRF. (A) ADAMTS-4, -5, -7 and -12 mRNA
expression after 24 hrs of treatment was measured by RT-qPCR, normalized to b-actin mRNA expression and presented as the relative quantifica-
tion with respect to the untreated cells using the formula 2ΔΔCt (see Patients and methods). Values are presented as the mean  S.E.M. of HD
(n = 4) (left) and OA (n = 7) (right), performed in triplicate. (B) The presence of ADAMTS-4, -5, -7 and -12 in the supernatants was determined by
ELISA after 24 hrs of treatment. Values are presented as the percentage of untreated cells (mean  S.E.M.) of HD (n = 4) (left) and OA (n = 7)
(right), performed in duplicate. Dashed lines represent the untreated condition. Significant differences between treatments are indicated by a bar with
the P-value above.
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Runx 2 is an important transcription factor involved in both histo-
genesis and maintenance of the skeletal tissue, as well as in chondro-
cytes maturation and hypertrophy in OA [39, 40]. On the other hand,
b-catenin is implicated in chondrocytes differentiation and skeletal
maintenance, related to osteoblast differentiation and the blockade of
osteoclastogenesis, which plays an important role in the pathology of
OA [41–43]. Several studies have demonstrated that Runx2 and b-
catenin are associated to ADAMTS-4 and -5 [24, 25, 44], neverthe-
less, there are no studies related to the transcription factors involved
in ADAMTS-7 and -12 gene expressions. Here, we showed that VIP
and CRF reduced activation of Runx2 and b-catenin transcription fac-
tors in OA-SF after induction by IL-1b and Fn-fs in OA-SF. As part of
the anti-inflammatory action of both neuropeptides [13, 14, 18, 19],
the effects of VIP and CRF on ADAMTS could be mediated by the
blockade of both transcription factors. Vasoactive intestinal peptide
and CRF have demonstrated a protective role in cartilage and bone
maintenance [15, 16, 20, 21, 45]. This effect will depend on the cell
type, the signalling pathways involved, and the interaction between
the different cells present in the joint. Previous data reported the
same effect of VIP on b-catenin in renal cancer cells [46]. In relation
to CRF, it has only been described that Wnt/b-catenin signalling path-
way is increased by CRF in a mouse pituitary corticotroph cancer cells
[47]. Discrepancy with our results could be because of the different
samples under study. Moreover, this is the first report demonstrating
the modulation of Runx2 by VIP and CRF in vitro. Different studies
have described that VIP activates PKA phosphorylating CREB inhibit-
ing c-Jun an AP-1 in RA and OA-SF [15, 48, 49]. PKA/CREB signalling
is also activated by CRF [50]. As Runx2 is activated by c-Jun [51],
this signalling pathway could be implicated in the decrease in Runx2
observed after treatment with VIP and CRF. Moreover, it could impact
in the effect observed on b-catenin, as both signalling pathways are
connected [52]. On the other hand, it has been shown that the tran-
scription factor NFjB plays an important role regulating different
proinflammatory and destructive mediators in OA, including several
matrix metalloproteases and ADAMTS [53, 54]. In this sense, it
has been reported that VIP decreases NFjB in synovial cells form
CIA-treated mice [15, 48]. Then, the blockade of this signalling path-
way could also be implicated in the decrease in the ADAMTS expres-
sion observed after treatment with VIP.
Regarding the effect of other neuropeptides on ADAMTS and
consequently on ECM maintenance, data are scarce, even more in
OA pathology. Only one study described that calcitonin decreases
ADAMTS-4 expression in a mouse model of OA [55], having a
chondroprotective effect in a rabbit model of early OA [56]. We have
demonstrated that VIP and CRF are able to decrease ADAMTS
expression and function in OA-SF. Indeed, VIP reduces uPA (uroki-
nase-type plasminogen activator) in OA-SF, a proteolytic enzyme
upstream of the ADAMTS [17]. The uPA-ADAMTS axis is the main
Fig. 4 Aggrecanase activity and detection
of GAGs and COMP degradation products
in OA-SF after stimulation with IL-1b in
the presence of VIP or CRF. (A) Aggre-
canase activity was measured in culture
supernatants by Aggrecanase Activity
ELISA kit after 24 hrs of treatment. A
mean of duplicate determinations was
obtained for each HD (n = 4) (left) and
OA (n = 5) (right). (B) GAGs in the super-
natants from cartilage-SF co-cultures were
detected after 14 days of treatment using
a BlyscanTM Sulfated Glycosaminoglycan
Assay. A mean of duplicate determinations
was obtained for each HD (n = 3) (left)
and OA (n = 3) (right). (C) COMP degra-
dation products in the supernatants from
cartilage-SF co-cultures were detected
after 14 days of treatment using a Quan-
tikine Human COMP Immunoassay. A
mean of triplicate determinations was
obtained for each HD (n = 3) (left) and
OA (n = 3) (right). Dashed lines represent
the untreated condition. Values are pre-
sented as the percentage of untreated
cells (mean  S.E.M.). Significant differ-
ences between treatments are indicated by
a bar with the P-value above.
ª 2016 The Authors.
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responsible for aggrecan cleavage and cartilage loss in OA. Matrix
metalloproteinases (MMPs) participate downstream in this process
and continue with the degradation of collagen [26]. In this sense,
VIP decreases MMP-9 and -13 in OA-SF after IL-1b and Fn-fs
stimulation [17].
Although more studies are needed to elucidate the mechanism of
action of VIP and CRF, our results point to novel targets to relieve the
destruction of cartilage ECM in OA joints. Considering that VIP and
CRF are able to modulate the first critical step, the loss of aggrecan in
the destabilization of cartilage ECM, we corroborate the role of
neuropeptides as potential therapeutic targets. Emerging therapies
that directly or indirectly inhibit ADAMTS often lead to favourable out-
come in OA patients.
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niveles  del  inhibidor  de  uPA,  PAI‐1,  se  han  descrito  disminuidos  en  el  suero  de 
pacientes  de  OA  de  mano  y  rodilla  en  fases  iniciales,  pudiendo  servir  como  un 
potencial  biomarcador  para  la  detección  temprana  de  la  enfermedad  (Ling  et  al., 
2009).  Aunque  otros  investigadores  han  observado  que  tanto  los  niveles  de  PAI‐1 
como los de uPA y uPAR, estaban incrementados en el líquido sinovial de pacientes de 
OA mandibular respecto a  los controles sanos (Tang et al., 2010). Estas discrepancias 
podrían  deberse  al  diferente  tipo  de  muestra  con  la  que  se  han  realizado  los 
experimentos,  así  como  a  la  distinta  localización  de  la OA  y  fase  de  la  enfermedad. 
Asimismo, en modelos animales de OA, uPA induce proliferación de células sinoviales y 
sinovitis,  además  de  incrementar  la  producción  de  mediadores  inflamatorios, 
incluyendo  IL1β,  TNFα  e  iNOS.  En  estos  modelos,  uPA  es  también  capaz  de  inducir 
hiperalgesia asociada a la sintomatología de la enfermedad (Shuang et al., 2015). 
uPA  es  capaz  de  activar  diferentes  enzimas  de  degradación  entre  las  que  se 
encuentran  las MMPs.  La  contribución  de  las MMPs  a  la  patogenia  de  la  OA  se  ha 
estudiado principalmente en condrocitos. Entre las MMPs cabe destacar la implicación 
de  las colagenasas, cuyos niveles se encuentran elevados en  la OA, además de estar 
asociados con los niveles de plasmina. Por otro lado, la expresión de MMP‐1 y ‐13, se 
relaciona también con la capacidad invasiva de los SF de AR (Tolboom et al., 2002). Los 
tres  tipos  de  colagenasas  tienen  una  distribución  y  una  implicación  diferentes  en  la 
evolución  de  la  enfermedad.  Mientras  que  las  MMP‐1  y  ‐8  se  encuentran 
preferentemente en la zona superficial del cartílago, la MMP‐13 se suele localizar en la 
zona  profunda  y  en  la  zona  transitoria  próxima  a  ella  (Martel‐Pelletier  et  al.,  2001). 
Asimismo,  la  MMP‐1  presenta  una  mayor  implicación  en  la  destrucción  articular 
durante el proceso inflamatorio, incrementando sus niveles a medida que progresa la 
enfermedad, mientras que la MMP‐13 se relaciona más con las fase de remodelación, 
estabilizando sus niveles en estadios moderados de la OA (Fernandes et al., 1998). La 
MMP‐13, una de  las MMPs activadas por uPA (Carmeliet et al., 1997), es  la principal 
colagenasa  en  la  OA,  cuyos  niveles  se  encuentran  elevados  en  el  cartílago  y  tejido 
sinovial de estos pacientes (Bau et al., 2002; Davidson et al., 2006; Martel‐Pelletier et 
al., 2001; Piecha et al., 2010). Esta MMP está implicada en la degradación del colágeno 
tipo  II,  uno  de  los  principales  componentes  de  la  MEC,  junto  con  el  agrecano. 
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Diferentes  estudios  en  animales  han  demostrado  que  la  MMP‐13  es  crítica  en  la 
degradación  del  cartílago  y  la  progresión  de  la  OA  (Little  et  al.,  2009;  Piecha  et  al., 
2010;  Settle  et  al.,  2010; Wang  et  al.,  2013),  aumentando  su  expresión  en  estadios 
avanzados de la enfermedad (Bau et al., 2002). Nuestros resultados demuestran que 
el  SF  de  OA  también  produce  MMP‐13  constitutivamente,  contribuyendo  a  la 
progresión de la patología. 
Las gelatinasas también juegan un papel importante en las patologías artríticas. 
Así, los niveles de gelatinasas también se han descrito elevados en pacientes de OA y 
AR  (Martel‐Pelletier  et  al.,  2001;  Rengel  et  al.,  2007).  Entre  las  gelatinasas,  uPA  es 
capaz de activar a  la MMP‐9  (Carmeliet et al., 1997), que a su vez se asocia con una 
acción más proinflamatoria que la MMP‐2. Estudios previos han descrito que los SF de 
AR  producen  mayor  cantidad  de  MMP‐9  que  los  de  OA  (Xue  et  al.,  2007),  donde 
contribuyen a la degradación de la MEC del lining (Poduval et al., 2007). Asimismo, los 
niveles de MMP‐9 están más elevados en el suero y las articulaciones de los pacientes 
de  AR  que  en  los  de  OA,  correlacionándose  con  la  progresión  de  la  enfermedad 
(Ahrens  et  al.,  1996).  Nuestros  resultados  corroboran  que  los  SF  de  OA  también 
producen MMP‐9 constitutivamente.  Los niveles de MMP‐9 en el  líquido sinovial de 
pacientes de OA y AR también se asocian con los de uPA, estando ambas implicadas en 
la activación de MMP‐13 (Chu et al., 2006; Kim et al., 2012). 
Las ADAMTS son otras de las metaloproteinasas esenciales en la patogenia de 
la OA. Nuestros datos demuestran que los SF de HD y OA producen ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 
y  ‐12  constitutivamente,  siendo  ADAMTS‐5  la  más  expresada  y  ADAMTS‐12  la  de 
menor expresión.  
Las agrecanasas ADAMTS‐4 y ‐5 degradan el agrecano de la MEC del cartílago 
(Malfait et al., 2002), facilitando a su vez el paso de la MMP‐13 para la degradación del 
colágeno II. ADAMTS‐5 es la principal agrecanasa en el cartílago de ratón. En humanos, 
diferentes estudios apuntan hacia esta ADAMTS como la más expresada, aunque aún 
no  está  claro  cuál  de  las  dos  agrecanasas  es  la  principal  (Fosang  y  Rogerson,  2010). 
Nuestros  resultados  también demuestran una mayor  expresión de ADAMTS‐5 en  SF, 
tanto de OA como de HD. La implicación de ADAMTS‐5 en la degradación del agrecano 
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en  AR  y  OA,  ha  sido  previamente  estudiada  en  el  tejido  sinovial,  observándose  una 
mayor distribución en el lining (Vankemmelbeke et al., 2001), lo que se correspondería 
con  una  mayor  presencia  de  SF.  Otros  investigadores  también  han  descrito  la 
expresión de ADAMTS‐4 y ‐5 en SF de AR, OA y controles no artríticos, observándose 
una mayor expresión de ADAMTS‐4 en AR que en OA, no existiendo diferencias entre 
los pacientes de OA y los controles sanos, ni en la expresión de ADAMTS‐5 en ninguno 
de  los  casos  (Yamanishi  et  al.,  2002).  De  acuerdo  con  estos  autores,  no  hemos 
detectado una expresión diferencial de ADAMTS‐5. Sin embargo, sí hemos observado 
una mayor expresión en el  caso de ADAMTS‐4 entre  los pacientes de OA y  los HD, 
pudiendo ser ésta la principal agrecanasa implicada en la enfermedad, como también 
apuntan  otros  estudios  el  líquido  sinovial  (Zhang  et  al.,  2013). Nuestros  resultados 
también demuestran que existe una mayor actividad agrecanasa en los SF de OA, lo 
que  se  refleja  además  en  la  mayor  liberación  de  GAGs  desde  los  explantes  de 
cartílago en cocultivo con estos SF.  Por el  contrario, existe algún estudio que  indica 
que  los  SF  promueven  una  actividad  anabólica  en  condrocitos,  disminuyendo  la 
expresión de agrecanasas en cocultivos de SF con cartílago dañado (Lee et al., 2013), 
además de observar una disminución de su expresión en cartílago y tejido sinovial de 
OA  temprana  (Davidson  et  al.,  2006).  Esto  podría  deberse  a  la  diferente  etapa  del 
desarrollo  de  la  patología,  existiendo  un  aumento  en  los  niveles  de  agrecanasas  en 
fases  de  OA  avanzada,  como  es  el  caso  de  nuestros  pacientes.  Además,  las 
discrepancias de nuestros datos respecto al primer estudio también pueden explicarse 
porque en nuestros cocultivos utilizamos explantes de cartílago de zonas no afectados 
por la OA. Aunque otros autores han descrito también mayores niveles de ADAMTS‐4 
en  el  suero  y  liquido  sinovial  de  pacientes  de  OA  en  estadios  tempranos,  pudiendo 
servir  como marcador de diagnóstico de  la enfermedad, mientras que  los niveles de 
ADAMTS‐5 en  suero  se observan más elevados en estadios más avanzados  (Li  et al., 
2014; Zhang et al., 2013).  
Aunque  la  participación  de  las  agrecanasas  en  la  patogénesis  de  la  OA  está 
claramente establecida, aún no se ha profundizado en el papel de las ADAMTS‐7 y ‐12. 
La importancia de estas ADAMTS radica en su capacidad para la degradación de COMP, 
otro de los componentes no colágenos encargado del mantenimiento de la estabilidad 
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de  la  MEC  (Liu  et  al.,  2006a;  Liu  et  al.,  2006b;  Luan  et  al.,  2008).  Estudios  previos 
indican  que  existe  un  aumento  de  ADAMTS‐7  y  ‐12,  en  comparación  con  controles 
sanos,  en  el  cartílago  de  OA  pero  no  en  el  tejido  sinovial  (Davidson  et  al.,  2006). 
Mientras que otros  investigadores muestran una mayor expresión de estas ADAMTS 
en pacientes de  OA y AR en comparación con los controles, tanto en el cartílago como 
en  el  tejido  sinovial  (Liu  et  al.,  2006a).  Nosotros  describimos  por  primera  vez  la 
expresión  y  producción  de  las  ADAMTS‐7  y  ‐12  en  SF.  Nuestros  resultados 
demuestran que existe una mayor expresión de ADAMTS‐7 en los SF de OA que en 
los  de  HD,  mientras  que  los  niveles  de  ADAMTS‐12  son  reducidos  en  ambas,  no 
existiendo diferencias entre  los SF de OA y de HD. Las discrepancias con  los estudios 
anteriores podrían deberse a la diferencia de células y tejidos utilizados, puesto que en 
nuestro caso se  trata de SF y no de  tejido sinovial completo, así  como a  la diferente 
fase  de  la  enfermedad,  tratándose  en  nuestro  caso  de  pacientes  de  OA  avanzada. 
Asimismo, observamos una mayor actividad de estas agrecanasas también en la OA, 
ya que la  liberación de COMP se observa aumentada en cocultivos de cartílago con 
SF  de  OA  comparando  con  los  de  HD.  Puesto  que  los  niveles  de  ADAMTS‐7  son 
también  mayores  en  los  SF  de  OA  y,  a  su  vez,  la  expresión  de  ADAMTS‐7  es 
considerablemente  mayor  que  la  de  ADAMTS‐12,  los  datos  apuntan  hacia  esta 
ADAMTS como la principal responsable de la degradación de COMP en la OA.  
En cuanto a las rutas de señalización implicadas en la expresión de las ADAMTS, 
la vía Wnt/β‐catenina y el factor de transcripción Runx2 son dos rutas novedosas cuya 
contribución a la patogenia de la OA está adquiriendo más importancia en los últimos 
años  (Alcaraz  et  al.,  2010;  Ji  et  al.,  2016).  Su  papel  en  el  metabolismo  óseo  y  del 
cartílago es ampliamente  conocido, pero, hasta  la  fecha,  los datos en el  SF  son muy 
escasos.  En  el  presente  estudio  hemos  analizado  la  contribución  de  estas  vías  de 
señalización  a  la  producción  de ADAMTS  en  SF  de OA.  Además  de  la  implicación  de 
estas  vías  en  la  expresión de MMPs,  como  la MMP‐13  (Su  et  al.,  2009;  Yuasa  et  al., 
2008),  el  factor  de  transcripción  Runx2  media  la  expresión  de  ADAMTS‐4  y  ‐5 
(Thirunavukkarasu  et  al.,  2006;  Thirunavukkarasu  et  al.,  2007).  Más  recientemente 
también  se  ha  descrito  su  implicación  en  la  expresión  de  las  ADAMTS‐7  y  ‐12  en 
condrocitos (Ji et al., 2016), así como la contribución de la subunidad p65 de NF‐κB y 
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potencialmente  inflamatorios.  Entre  ellos  se  encuentran  la  fibronectina  y  sus 
fragmentos  de  degradación.  En  la  OA  se  han  detectado  niveles  elevados  de  estos 
fragmentos  en  el  cartílago  y  líquido  sinovial  (Homandberg  et  al.,  1998;  Zack  et  al., 
2006).  Diferentes  estudios  han  descrito  el  papel  proinflamatorio  de  estos  Fn‐fs  que, 
mediante  su  unión  a  integrinas  y  TLRs,  principalmente,  activan  distintas  rutas  de 
señalización  entre  las  que  también  se  incluye  la  vía  de  las  MAPK,  promoviendo  la 
activación  de  distintos  factores  de  transcripción  que  inducen  la  expresión  de 
mediadores de inflamación y destrucción (Ding et al., 2008; Yasuda, 2006). 
Nuestros  resultados  demuestran  que  la  IL‐1β  y  los  Fn‐fs  de  45KDa,  son 
capaces de aumentar los niveles de uPA y su receptor, uPAR, en SF de pacientes de 
OA, aumentando también su actividad en el caso de los Fn‐fs. Por otro lado, la IL‐1β 
también  incrementa  la  producción  del  inhibidor  PAI‐1,  lo  que  podría  interpretarse 
como un mecanismo compensatorio para la modulación del sistema uPA. La inducción 
de  uPAR  y  PAI‐1  mediada  por  IL‐1β  se  ha  descrito  previamente  en  condrocitos 
humanos y de rata (Schwab et al., 2004; Zhu et al., 2009). Otros estudios también han 
descrito la inducción de la expresión de uPA mediada por otros estímulos inflamatorios 
como TGFβ en SF de controles sanos (Hamilton et al., 1991). También se ha señalado la 
inducción  de  uPA  por  otras  citocinas  proinflamatorias  como  TNFα,  en  células 
epiteliales de cáncer de mama, donde además está implicada la señalización mediada 
por  β‐catenina  y  la  producción  de  ROS  (Kim  et  al.,  2010).  Estudios  previos  han 
demostrado  la  implicación  de  los  Fn‐fs  en  la  liberación  de  proteinasas  desde  el 
cartílago, incluyendo la uPA (Xie et al., 1994). Sin embargo, este es el primer estudio en 
el que se describe la relación directa de la estimulación con Fn‐fs en el sistema uPA en 
SF, corroborando la importancia de este tipo celular en la patogenia de la OA, así como 
el potencial de los Fn‐fs como mediadores de destrucción en la OA. 
IL‐1β y Fn‐fs  también aumentan  la producción de MMP‐9 y  ‐13 desde SF de 
OA,  lo que se corresponde con el efecto descrito de estos estímulos sobre el sistema 
uPA,  implicado  a  su  vez  en  la  activación  de  estas  MMPs.  Diferentes  autores  han 
señalado  la  inducción  de  MMP‐9  y  MMP‐13  mediada  por  IL‐1β  en  la  articulación 
sinovial  de  OA  y  AR  (Martel‐Pelletier  et  al.,  2001;  Rengel  et  al.,  2007;  Troeberg  y 
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Nagase, 2012). IL‐1β y TNFα inducen la producción de MMP‐9 y MMP‐13 en SF de AR 
(Frank et al., 2013; Poduval et al., 2007; Xue et al., 2007) y en células sinoviales de OA 
(Bondeson  et  al.,  2006;  Xue  et  al.,  2007).  En  SF  de  OA  también  se  ha  observado  la 
inducción  de  MMP‐13  medida  por  la  administración  conjunta  de  ambas  citocinas 
(Fuchs  et  al.,  2004).  Asimismo,  IL‐1β  y  TNFα  estimulan  la  expresión  de MMP‐13,  así 
como  la  degradación  del  colágeno  tipo  II  en  cartílago  de  OA  (Goldring  et  al.,  2011; 
Kobayashi et al., 2005). Además, se ha comprobado que exosomas liberados desde SF 
estimulados  con  IL‐1β  promueven  la  producción  de  MMP‐13  desde  condrocitos  de 
individuos  sanos  (Kato  et  al.,  2014).  Estudios  previos  también  han  descrito  la 
producción  de  MMP‐13  inducida  por  IL‐1β  en  condrocitos  de  controles  sanos  y  de 
pacientes de OA, así como  en fibroblastos murinos, donde se ha visto la implicación de 
la MAPK ERK y JNK y del factor de transcripción AP‐1 (Ahmad et al., 2007; Otero et al., 
2012;  Westermarck  et  al.,  2000).  La  implicación  de  la  MAPK  p38  y  el  factor  de 
transcripción NF‐κB, también se ha observado en la producción de MMP‐9 en SF de AR 
y OA  (Xue  et  al.,  2007).  Respecto  a  la  fibronectina,  estudios  previos  han  descrito  la 
inducción  de  MMP13,  mediada  tanto  por  la  propia  fibronectina  como  por  sus 
fragmento de degradación, incluyendo los Fn‐fs de 45KDa, en cartílago, condrocitos y 
SF reumatoides (Ding et al., 2008; Ding et al., 2009; Guo et al., 2009; Long et al., 2013; 
Stanton et al., 2002; Yasuda et al., 2003b), donde se ha observado la implicación de las 
MAPK  (Forsyth  et  al.,  2002;  Yasuda  et  al.,  2003b).  También  se  ha  señalado  la 
estimulación  de  la  producción  de  gelatinasas,  incluyendo  MMP9,  mediada  por  la 
fibronectina y los Fn‐fs en cartílago y otros tipos celulares (Hartney et al., 2011; Moroz 
et al., 2013; Yasuda et al., 2003a). 
Respecto a las agrecanasas, describimos como la IL‐1β induce la producción de 
ADAMTS‐4  y  ‐5  en  los  SF,  tanto  de OA  como de HD,  pero  estos  efectos  no  se  ven 
reflejados en su funcionalidad, debido a que no afecta a la actividad agrecanasa ni a la 
liberación de GAGs desde el cartílago. El papel de  la  IL‐1β en  la OA es controvertido 
(Sandy  et  al.,  2015).  Se  han  descrito  estudios  que  indican  que,  aunque  ambas 
agrecanasas  se  expresen  a  bajos  niveles  de  manera  constitutiva,  ADAMTS‐4  es 
inducible por citocinas proinflamatorias como  IL‐1β o TNFα, mientras que ADAMTS‐5 
es constitutiva en SF, SM y condrocitos (Bau et al., 2002; Bondeson et al., 2006; Sandell 
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et  al.,  2008;  Yamanishi  et  al.,  2002).  Además,  la  IL‐1  no  parece  inducir  la  actividad 
agrecanasa  en  el  tejido  sinovial  (Vankemmelbeke  et  al.,  2001),  mientras  que  otros 
autores  afirman  que  la  IL‐1β  induce,  tanto  la  expresión  de  ADAMTS‐5,  como  la 
degradación  de  proteoglicanos  desde  explantes  de  cartílago  (Kato  et  al.,  2014; 
Kobayashi  et  al.,  2005;  Pattoli  et  al.,  2005), mientras  que  no  tiene  efectos  sobre  la 
producción de ADAMTS‐4 (Pattoli et al., 2005). Estos datos contradictorios,  junto con 
nuestros resultados, podrían indicar que, aunque la IL‐1β sea capaz de inducir en cierta 
medida  la  producción  de  agrecanasas  en  los  SF,  esta  estimulación  no  es  lo 
suficientemente grande como para verse reflejada en un aumento de su actividad. En 
cuanto  a  los  Fn‐fs,  se  ha  descrito  su  implicación  en  la  degradación  de  los 
proteoglicanos  de  la MEC  del  cartílago  (Homandberg  et  al.,  1992;  Xie  et  al.,  1994), 
donde  las  integrinas α5 participan en  la señalización mediada por  los Fn‐fs de 45KDa 
(Homandberg  et  al.,  2002a).  Diferentes  autores  han  descrito  la  inducción  de 
agrecanasas mediada por los Fn‐fs en cartílago (Guo et al., 2009; Stanton et al., 2002; 
Zack et al., 2006). De acuerdo con ellos, nuestros resultados demuestran que los Fn‐fs 
de 45KDa son capaces de inducir la producción y la actividad de las agrecanasas, así 
como  la  liberación  de  GAGs  del  cartílago,  en  SF  de  OA.  En  los  SF  de  HD,  induce 
específicamente  la  producción  de  ADAMTS‐4  y  la  liberación  de  GAGs.  La  similitud 
entre  el  patrón  de  producción  de  ADAMTS‐4  y  la  liberación  de  GAGs,  con  la 
estimulación  de  los  Fn‐fs,  de  nuevo  parece  apuntar  hacia  esta  agrecanasa  como  la 
principal implicada en la degradación del agrecano de la MEC del cartílago.  
Referente  a  las ADAMTS‐7  y  ‐12,  otros  estudios  han  descrito  la  inducción  de 
ambas, así como la degradación de COMP, mediada por IL‐1β y por TNFα en cartílago 
(Lai et al., 2014; Luan et al., 2008; Wei et al., 2014), con  la  implicación del  factor de 
transcripción NF‐κB (Wei et al., 2014). Sin embargo, otros autores no observan dicha 
inducción en el caso de ADAMTS‐12 en fibroblastos fetales humanos (Cal et al., 2001). 
Nosotros estudiamos por primera vez los efectos de IL‐1β y los Fn‐fs en la producción 
de ADAMTS‐7 y ‐12 en SF. Nuestros resultados demuestran que tanto la IL‐1β como 
los Fn‐fs de 45KDa promueven la producción de ADAMTS‐7 y la liberación de COMP 
desde los explantes de cartílago, tanto en SF de OA como de HD, aunque este efecto 
es mayor en  los SF de OA. Sin embargo, en el caso de ADAMTS‐12 sólo se observa 
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inducción en los SF de OA. Estos resultados vuelven a apuntar hacia ADAMTS‐7 como 
la  principal  implicada  en  la  degradación  de  COMP  en  la MEC  del  cartílago.  Por  otro 
lado,  la  inducción  de  ADAMTS‐12  exclusivamente  en  OA,  indica  una  regulación 
diferencial de esta ADAMTS, pudiendo estar también involucrada en la patogenia de la 
enfermedad. Asimismo, también se ha demostrado la participación de la ADAMTS‐12 
en  la  respuesta  inflamatoria  y  en  diferentes  patologías,  incluyendo  la  OA  y  la  AR 
(Moncada‐Pazos et al., 2012; Wei et al., 2014). 
La  activación  de  Runx2  mediada  por  IL‐1β  ha  sido  descrita  previamente  en 
condrocitos  de  OA,  con  la  implicación  de  la  MAPK  p38  (Rasheed  et  al.,  2010).  Sin 
embargo, no existen estudios sobre la activación de este factor de transcripción por la 
fibronectina ni por sus  fragmentos de degradación. Nuestros resultados demuestran 
que tanto la IL‐1β como los Fn‐fs de 45KDa inducen la activación de Runx2 en SF de 
OA  y  HD.  Estos  resultados  coinciden  con  la  producción  de  las  ADAMTS‐4,  ‐5  y  ‐7, 
corroborando la implicación de este factor de transcripción en su expresión. El hecho 
de que en el caso de las ADAMTS‐12 no se observe inducción en su expresión en los SF 
de  HD,  podría  indicar  que  este  factor  de  transcripción  no  está  directamente 
relacionado  con  su  expresión  en  condiciones  normales  o  deberse  a mecanismos  de 
regulación génica.  IL‐1β  también  induce  la  vía de Wnt/β‐catenina  en  condrocitos de 
OA  y  AR.  A  diferencia  de  lo  que  ocurre  en modelos  animales,  en  humanos  esta  vía 
establece  un  bucle  de  retroalimentación  negativa  con  la  IL‐1β,  inhibiendo  la 
producción  de MMPs  (Ma  et  al.,  2012).  En  células  endoteliales  de  córnea  humanas 
también se ha descrito  la  implicación de NF‐κB en  la activación de esta vía, mediada 
por IL‐1β (Lee y Heur, 2014). El hecho de que no observemos inducción en la actividad 
de  las  agrecanasas  con  la  IL‐1β,  también  podría  explicarse  por  el  bucle  de 
retroalimentación  negativa  que  se  establece  entre  la  vía  Wnt/β‐catenina  y  esta 
citocina, al  igual que ocurre en el caso de  las MMPs, y que otras vías de señalización 
como  la  de  Runx2,  no  son  capaces  de  contrarrestar.  Por  otro  lado,  la  vía  Wnt/β‐
catenina  induce  la  expresión  de  fibronectina  en  distintos  tipos  celulares,  incluyendo 
los SF de AR (De Langhe et al., 2005; Miao et al., 2013; Sen et al., 2002). A diferencia de 
la  IL‐1β,  la  fibronectina  sí  establece  un  bucle  de  retroalimentación  positiva  con  esta 
vía,  induciendo  su  activación  mediada  por  integrinas  (Bielefeld  et  al.,  2011),  donde 
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también ha sido descrita la implicación de la MAPK ERK, en células de cáncer de colon 
(Ou et al., 2013). En nuestro caso, sólo observamos inducción de la activación de β‐
catenina  en  los  SF  de  OA, mediada  tanto  por  IL‐1β  como  por  los  Fn‐fs  de  45KDa. 
Aunque ya se había demostrado para  la  fibronectina, éste es el primer estudio en el 
que  se  muestra  la  inducción  de  esta  vía  por  sus  fragmentos  de  degradación,  en 
concreto los Fn‐fs de 45KDa, donde podría estar implicada la señalización mediada por 
integrinas α5β1 y por TLRs, además de la vía de las MAPK y el factor de transcripción 
NF‐κB (Ding et al., 2008; Ding et al., 2009; Homandberg et al., 2002a; Homandberg et 
al.,  2002b;  Su  et  al.,  2005;  Yasuda,  2006).  A  la  vista  de  estos  resultados  podemos 
deducir  que,  aunque  la  vía Wnt/β‐catenina  también  tenga  efectos  anabólicos  y  sea 
necesaria una activación basal para el mantenimiento de la homeostasis en el cartílago 
(Ma et al., 2012),  la activación diferencial de esta vía en  los SF de OA frente a  los de 
HD,  apunta  hacia  una  implicación  en  la  patogenia  de  la  enfermedad.  Asimismo,  el 
hecho de que el patrón de activación coincida con el de la ADAMTS‐12, podría indicar 
una mayor  implicación de esta vía en su expresión. Aun así, este mecanismo es más 
complejo  pues  ambas  vías  se  encuentran  relacionadas  entre  sí  y  con  otras  rutas  de 
señalización y factores de transcripción que también están implicados en la expresión 
de estas ADAMTS. 
Nuestros resultados indican que la IL‐1β, como mediador proinflamatorio, y los 
Fn‐fs de 45KDa, como productos de degradación del cartílago, están implicados en la 
patogenia de la OA, mediante la inducción de la producción de proteinasas desde el SF, 
siendo mayor el efecto observado en el caso de los Fn‐fs. 
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CRF y la UCN1 tienen la misma tendencia, mientras que las UCN2 y UCN3, muestran la 
contraria, lo que corrobora la similitud funcional entre CRF y UCN1 por un lado y UCN2 
y UCN3 por otro. 
Por otro lado, hemos querido comprobar si existe alguna interrelación entre los 
dos neuropéptidos estudiados, VIP y CRF. De nuevo nuestros  resultados demuestran 
que VIP posee un efecto diferencial en los SF de AR y OA. Mientras que, de manera 
general, VIP induce la expresión de los péptidos de la familia de CRF en los SF de OA, 
en  los  SF  de  AR  disminuye  la  expresión  de  CRF  y  UCN1,  aumentado  la  UCN3  y  el 
CRFR2.  Nuestros  resultados  además  demuestran  que  los  niveles  basales  de  AMPc 
intracelular  son mayores  en  los  SF  de  AR  que  en  los  de OA. VIP  incrementa  estos 
niveles tanto en SF de OA como en los de AR, siendo este aumento mayor en el caso 
de  la  OA.  Al  igual  que  ocurre  con  los  niveles  de  AMPc,  en  condiciones  basales  la 
activación de CREB se observa aumentada en los SF de RA frente a los de OA, lo que 
se  observa  en  la  mayor  ratio  de  p‐CREB/CREB. Mientras  que  en  los  SF  de  AR  VIP 
disminuye  la  activación de CREB,  en  los  SF de OA  tiende  a  aumentarla,  aunque no 
significativamente, lo que además se correlaciona con el mayor incremento de AMPc. 
Puesto que la expresión de CRF y UCN1 está mediada en parte por CREB (Tsatsanis et 
al., 2007b), el efecto diferencial observado en la expresión de estos péptidos entre los 
SF  de  OA  y  AR,  podría  deberse  a  la  diferente  activación  de  la  vía AMPc/PKA/CREB 
mediada por VIP.  Por otro  lado,  en  los  SF de AR,  se ha descrito  la  inducción de CRF 
mediada por citocinas proinflamatorias como IL‐1β o TNFα (Kageyama y Suda, 2009). 
Puesto que VIP es capaz de inhibir la producción de dichas citocinas, la disminución en 
la expresión de CRF y UCN1 en los SF de AR, también podría deberse en parte a este 
hecho. Por otro  lado, es  remarcable el hecho de que  los SF de OA  tratados con VIP 
presentan unos niveles de neuropéptidos de la familia de CRF mayores, pero con un 
perfil similar al de los SF de HD en condiciones basales. Estos datos apoyan el efecto 
beneficioso  de  VIP,  ya  que  produce  un  cambio  en  los  niveles  de  neuropéptidos, 
aproximándolos al patrón presente en los individuos sanos (Figura 32C). 
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papel dual. Mientras que en los SF de AR, VIP tiene un papel antiinflamatorio mediado, 
en parte, por  la  inhibición de CREB y  la consecuente disminución en  la expresión de 
COX‐2  y  producción  de  PGE2,  en  los  SF  de  OA  no  se  demuestran  efectos  en  la 
producción de estos mediadores proinflamatorios. Por el contrario, en los SF de OA, sí 
se aprecia una mayor inducción de AMPc y una tendencia al aumento de la activación 
de CREB mediada por VIP. Esto podría significar que, al contrario que lo que ocurre en 
la AR, en  los SF de OA VIP estaría ejerciendo un efecto antiinflamatorio mediante  la 
inducción de CREB,  implicado en  la  inhibición de  la transcripción por parte de NF‐Kb, 
de  la MAPK JNK y del  factor de transcripción c‐Jun, reduciendo  la expresión de otros 
mediadores inflamatorios que participan en la patología e induciendo la producción de 
citocinas antiinflamatorias  (Delgado et al., 1999; Delgado et al., 1998; Kambayashi et 
al.,  1995;  Strassmann  et  al.,  1994).  Además,  CREB  promueve  la  expresión  de  VIP,  al 
poseer  un  elemento  CRE  de  respuesta  a  AMPc  en  su  promotor  en  su  promotor 
(Ohsawa et al., 1985; Tsukada et al., 1987). 
Respecto  a  la  familia  de  CRF,  se  han  descrito  tanto  efectos  proinflamatorios 
como antiinflamatorios en distintas patologías, incluyendo la OA y la AR. Mientras que 
CRFR1  parece  ejercer  principalmente  una  acción  proinflamatoria  (Fukudo,  2007; 
McEvoy et al., 2001; Ralph et al., 2007), en el CRFR2 prima su efecto antiinflamatorio 
(Bale  et  al.,  2002;  Dermitzaki  et  al.,  2014;  Dermitzaki  et  al.,  2007;  Fukudo,  2007; 
Tsatsanis et al., 2005; Yuan et al., 2016), aunque ambos receptores pueden tener un 
papel dual (Tsatsanis et al., 2007a). Esto explicaría también el hecho de que en los SF 
de  AR,  cuyo  componente  inflamatorio  es  mayor,  se  encuentren  más  elevados  los 
únicos péptidos capaces de unirse a CRFR1, el CRF y la UCN1, disminuyendo sus niveles 
tras  el  tratamiento  con  VIP.  Mientras  que  los  niveles  de  UCN2  y  UCN3,  que 
exclusivamente  se  unen  a  CRFR2,  son menores  en  los  SF  de  AR  que  en  los  de  OA, 
aumentando  tras  el  tratamiento  con  VIP,  apoyando  de  nuevo  su  potencial 
antiinflamatorio.  Sin  embargo,  en  el  tejido  sinovial  de  AR  se  ha  descrito  el  efecto 
proinflamatorio  de  CRF  mediado  por  la  producción  de  COX2  y  PGE2,  que  a  su  vez 
también  inducen  la activación de CREB  (McEvoy  et al., 2004) y  la producción de CRF 
(McEvoy et al., 2001; Murphy et al., 2001). Estos datos se correlacionan con los niveles 
de AMPc  y  la  activación  de  CREB en  condiciones  basales,  así  como  con  la  expresión 
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basal de COX2, que son mayores en  los SF de AR que en  los de OA. Estos resultados 
parecen apuntar hacia un efecto diferencial del CRF y de la UCN1, en los SF de AR y 
OA,  cuyos  niveles  son  superiores  en  la AR.  Estos  péptidos  podrían  ejercer  un efecto 
preferentemente proinflamatorio en el caso de  la AR, que podría estar mediado, en 
parte, por la activación de CREB y la producción de COX2 y PGE2.  
La siguiente cuestión que nos propusimos abordar fue el estudio del papel de 
los  neuropéptidos  en  el  proceso  degradativo  de  la MEC,  para  lo  cual  estudiamos  el 
efecto sobre la producción de proteinasas en SF de OA.  
En  este  trabajo  analizamos  por  primera  vez  los  efectos  de  VIP  y  CRF  en  la 
modulación del  sistema uPA.  Los  resultados obtenidos  indican que VIP  es  capaz de 
modular  este  sistema  de manera  constitutiva,  induciendo  la  expresión  de  PAI‐1  e 
inhibiendo  la  expresión  de  uPA.  Asimismo,  VIP  contrarresta  el  efecto  inductor 
mediado por IL‐1β y los Fn‐fs reduciendo la expresión y la actividad de uPA, así como 
la  producción  de  su  receptor.  Por  otro  lado,  CRF  no  parece  tener  ningún  efecto 
modulador sobre este sistema, pues el único efecto observado fue la disminución de 
la producción de uPAR estimulada por IL‐1β.  
En  consonancia  con  los  efectos  observados  sobre  el  sistema uPA, VIP  reduce 
también la expresión constitutiva de MMP‐13, así como la producción de MMP‐9 y ‐
13  inducida  por  IL‐1β  o  Fn‐fs,  contrarrestando  de  nuevo  sus  efectos.  Estudios  en 
células  de  cáncer  renal  también  indican  que  VIP  disminuye  la  expresión  de  las 
colagenasas  MMP‐2  y  MMP‐9,  además  de  reducir  la  capacidad  migratoria  y  la 
expresión de VEGF (Vacas et al., 2013). Por otra parte, en células de cáncer de próstata 
se  ha  descrito  el  efecto  contrario  (Fernandez‐Martinez  et  al.,  2010),  lo  que  podría 
explicarse  por  la  diferencia  en  el  tipo  celular  y  el  comportamiento  variado  de  las 
células cancerígenas. 
En el presente trabajo también estudiamos por primera vez los efectos de estos 
neuropéptidos sobre  la expresión de  las ADAMTS. Hemos demostrado que tanto VIP 
como CRF modulan la producción de las ADAMTS en SF de OA, de manera diferencial 
a  lo  que  ocurre  en  los  HD,  donde  apenas  se  observan  efectos,  y  dependiendo  del 
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estímulo implicado en la inducción de su expresión. Por un lado, VIP y CRF disminuyen 
tanto  la  producción  como  la  actividad  de  las  ADAMTS‐4,  ‐5,  ‐7,  ‐12  tras  la 
estimulación  con  los  Fn‐fs  de  45KDa,  lo  que  se  refleja  en  la  disminución  de  la 
actividad agrecanasa en  los SF de OA, así  como en  la  reducción de  la  liberación de 
GAGs y COMP en  los cocultivos con  los explantes de cartílago con estos SF. Por otro 
lado,  tras  la  estimulación  con  IL‐1β,  en  el  caso  de  las  agrecanasas,  aunque  VIP  es 
capaz  de  disminuir  la  producción  de  ADAMTS‐5,  no  se  observan  efectos  de  estos 
péptidos  a  nivel  funcional,  ya  que  no  hay  variaciones  significativas  de  la  actividad 
agrecanasas  ni  de  la  liberación  de  GAGs.  Este  hecho  también  podría  ser  explicado 
porque  la  IL‐1β  tampoco  es  capaz  de  inducir  lo  suficiente  la  expresión  de  estas 
ADMATS como para ver efectos a nivel funcional. Sin embargo, en el caso de ADAMTS‐
7,  sí observamos una disminución, mediada por ambos neuropéptidos,  tanto de su 
producción como de su  función,  reflejada nuevamente mediante  la reducción de  la 
liberación de COMP  desde  los  explantes de  cartílago en  cocultivo  con  los  SF de OA. 
Respecto a  la ADAMTS‐12, no se observan efectos con ninguno de los neuropéptidos 
tras la estimulación con IL‐1β, lo que parece apuntar nuevamente hacia la ADAMTS‐7 
como  la  principal  implicada  en  la  degradación  de  COMP  del  cartílago.  Estos  datos 
también podrían  indicar que  los  efectos de VIP  y CRF  sobre  las ADAMTS ocurren en 
etapas  avanzadas  de  la  enfermedad,  cuando  ya  se  han  liberado  fragmentos  de 
componentes  de  la  MEC  del  cartílago,  que  ejercen  efectos  proinflamatorios  y 
degradativos en la OA. 
Respecto  a  los  factores  de  transcripción  relacionados  con  la  expresión  de  las 
ADAMTS, es también novedoso el estudio de la modulación mediada por VIP y CRF en 
los SF de OA. Estudios previos han descrito que PACAP y PAC1, son capaces de activar 
Runx2  y  la  vía Wnt/β‐catenina en osteogénesis  y  condrogénesis  (Juhász  et  al.,  2015; 
Juhasz et al., 2014). Sin embargo, VIP disminuye la activación de β‐catenina y NF‐κB en 
cáncer de células renales  (Vacas et al., 2013). Respecto al CRF, solo se ha descrito  la 
inducción de la vía Wnt/β‐catenina en células de cáncer en ratón (Khattak et al., 2010). 
Nuestros  resultados  demuestran  que  ambos  neuropéptidos  reducen  la  activación, 
tanto de Runx2 como de β‐catenina, exclusivamente en los SF de OA y no en los de 
HD,  con  el  consiguiente  valor  terapéutico  que  ello  conlleva.  Estos  resultados  se 
Discusión 
 
188 
 
observan  tanto  tras  la estimulación  con  IL‐1β como con  los  Fn‐fs.  Las discrepancias 
con otros estudios podrían deberse al diferente tipo de muestra analizada. Puesto que, 
tanto  las MAPK como  los  factores de  transcripción AP‐1 y NFkB, están  implicados en 
activación  de  Runx2  y  de  la  vía  Wnt/β‐catenina,  donde  NFkB  además  media  la 
expresión de Wnt (Bengoa‐Vergniory y Kypta, 2015;  Ji et al., 2016; Lee y Heur, 2014; 
Marcu et al., 2010; Shahnazari et al., 2008; Vimalraj et al., 2015; Zenz et al., 2008), el 
efecto  inhibidor de VIP y CRF podría deberse a su acción sobre  la señalización de  las 
MAPK y los factores de transcripción AP‐1 y NFkB, como demuestran estudios previos 
con  VIP  (Delgado  et  al.,  1998;  Juarranz  et  al.,  2005).  Además,  la  inhibición  de  la  vía 
Wnt/β‐catenina  influiría  también  en  la  inhibición  de  Runx2,  pues  ambas  vías  se 
encuentran interrelacionadas (Gaur et al., 2005; Huang et al., 2007; Shahnazari et al., 
2008). De esta forma observamos un efecto modulador de los neuropéptidos sobre las 
vías de señalización que, de nuevo en el caso de la Fn‐fs, se refleja en la producción y 
función de las ADAMTS, a diferencia de lo que ocurre tras la estimulación con la IL‐1β. 
La  misma  explicación  descrita  anteriormente  sobre  el  efecto  diferencial  de  estos 
estímulos podría aplicarse a los resultados observados con los neuropéptidos. Aunque 
VIP y CRF tienen un efecto modulador, contrarrestando el aumento de la activación de 
Runx2  y  de  β‐catenina  mediada  por  la  IL‐1β  y  por  los  Fn‐fs,  en  el  caso  de  la 
estimulación  por  IL‐1β  puede  ser  que  no  se  observe  dicho  efecto  en  la  expresión  y 
función de las ADAMTS debido a la inhibición que la vía Wnt/β‐catenina ejerce sobre la 
producción de metaloproteinasas inducida por la IL‐1β (Ma et al., 2012). 
Al igual que en el caso de Runx2 y de la vía Wnt/β‐catenina, la acción inhibidora 
de  VIP  y  CRF  sobre  los  efectos  proinflamatorios  y  la  producción  de  proteinasas, 
mediados por  la  IL‐1β y  los  Fn‐fs,  podrían estar mediados por  la  activación de  la  vía 
AMPc/PKA/CREB y la inhibición de la vía de las MAPK y el factor de transcripción AP‐1. 
Vías  independientes  del  AMPc  también  parecen  estar  implicadas  en  la  inhibición  de 
NFkB mediada por mediada por ambos neuropéptidos (Auphan et al., 1995; Delgado et 
al., 1998; Hauger et al., 2009; Juarranz et al., 2005; Singh y Leu, 1993). Además, puesto 
que los Fn‐fs son también capaces de señalizar mediante TLRs, estos efectos también 
podrían  deberse  a  la  inhibición  de  la  señalización  de  los  TLRs  mediada  por  los 
neuropéptidos, como demuestran estudios previos (Arranz et al., 2008; Carrion et al., 
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2011; Dermitzaki et al., 2014; Gomariz et al., 2010; Gutierrez‐Canas et al., 2006; Yuan 
et al., 2016). 
A la vista de los resultados, podemos concluir que los neuropéptidos VIP y CRF 
poseen un efector protector en  la patogenia de  la OA, disminuyendo la producción y 
actividad de proteinasas producidas por el SF, entre las que se incluyen uPA, MMPs y 
ADAMTS,  que  actúan  en  el  proceso  degradativo  de  la  articulación  sinovial.  Siendo, 
además,  capaces  de  contrarrestar  la  inducción  producida  por  estímulos 
proinflamatorios  y  mediadores  de  degradación,  como  la  IL‐1β  y  los  Fn‐fs, 
respectivamente (Figura 33).  Dichos efectos se producen, mediante la modulación de 
diferentes vías de señalización que incluyen al factor de transcripción Runx2 y a la vía 
Wnt/β‐catenia. En este contexto, VIP tiene un efecto terapéutico mayor que CRF al ser 
capaz de actuar sobre un mayor número de proteinasas. Estos resultados suponen una 
contribución  importante  para  el  desarrollo  de  terapias  basadas  en  el  uso  de  estos 
neuropéptidos como herramientas para el diseño de fármacos dirigidos al tratamiento 
de enfermedades reumáticas inflamatorias y degenerativas como la OA. 
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Vías de degradación de la MEC Vías proinflamatorios  Vías de VIP y CRF 
Inhibición mediada por VIP y  CRF 
Inhibición indirecta  
mediada por VIP y CRF Activación 
Figura 33. Hipótesis de la interrelación entre las principales vías implicadas en la estimulación mediada por la 
IL‐1β y los Fn‐fs, y los efectos protectores de VIP y CRF, sobre la liberación de mediadores de inflamación y 
destrucción en el SF de OA. La  IL‐1β, mediante su unión a IL‐1RI, y  los Fn‐fs, a  integrinas y TLRs, activan una 
serie de vías de señalización entre las que se encuentran implicadas las MAPK y los factores de transcripción 
AP‐1 y NF‐κB, que confluyen en  la expresión de mediadores proinflamatorios y proteinasas. En este proceso 
también participa uPA, mediante su unión a uPAR. Estas vías además activan a Runx2 e inducen la expresión de 
Wnt, activando a  la β‐catenina y promoviendo la  liberación de ADAMTS y MMPs, que a su vez son activadas 
por  uPA.  Por  su  parte,  VIP  y  CRF,  mediante  la  unión  a  GPCRs,  activan  la  vía  AMPc/AC/PKA,  induciendo  la 
transcripción de mediadores antiinflamatorios, entre los que se incluyen los propios neuropéptidos, por parte 
de  CREB.  Asimismo,  modulan  la  activación  de  TLRs  y  MAPK  e  inhiben  la  expresión  de  mediadores  de 
inflamación  y  destrucción,  mediante  el  bloqueo  de  la  transcripción  por  parte  de  AP‐1  y  NF‐κB,  con  la 
consecuente inhibición de la vía Wnt/β‐catenina y de Runx2. 
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1. El sinoviocito fibroblástico contribuye a la patogenia de la artrosis mediante la 
liberación  de  proteinasas  implicadas  en  la  degradación  de  componentes 
esenciales  de  la  matriz  extracelular,  incluyendo  la  serín  proteinasa  uPA,  su 
receptor, uPAR y su inhibidor, PAI‐1, las metaloproteinasas MMP‐9 y MMP‐13, 
y las ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 y ‐12. 
2. La IL‐1β y los fragmentos de fibronectina de 45KDa, incrementan la producción 
de la serín proteinasa uPA y su receptor uPAR, las metaloproteinasas MMP‐9 y 
MMP‐13,  y  las  ADAMTS‐4,  ‐5,  ‐7  y  ‐12,  en  el  sinoviocito  fibroblástico  de 
pacientes con artrosis. 
3. La  IL‐1β y  los  fragmentos de fibronectina de 45KDa,  incrementan  la expresión 
de agrecanasas a través de la activación del factor de transcripción Runx2 y de 
la vía Wnt/β‐catenina. 
4. Los  sinoviocitos  fibroblásticos  de  donantes  sanos  y  pacientes  con  artrosis  y 
artritis  reumatoide,  expresan  CRF,  UCN1,  UCN2,  UCN3  y  CRFR2  de  manera 
constitutiva, no detectándose expresión de CRFR1 en ninguno de los casos. 
5. Los  sinoviocitos  fibroblásticos  de  pacientes  con  artrosis  tratados  con  VIP, 
presentan  un  perfil  de  expresión  de  los  neuropéptidos  de  la  familia  de  CRF 
similar al encontrado en donantes sanos. 
6. VIP ejerce un efecto diferencial en  los  sinoviocitos  fibroblásticos de artrosis  y 
artritis  reumatoide sobre  la expresión de  los miembros de  la  familia CRF y de 
los mediadores proinflamatorios COX‐2 y PGE2. 
7. Tras  la  inducción  con  IL‐1β  o  con  fragmentos  de  fibronectina  de  45KDa,  los 
neuropéptidos  VIP  y  CRF  disminuyen  la  producción  de  proteinasas  en  el 
sinoviocito fibroblástico de artrosis. Entre estas proteinasas se  incluye  la serín 
proteinasa uPA y las metaloproteinasas MMP‐9 y MMP‐13, en el caso de VIP, y 
las ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 y ‐12,  con ambos neuropéptidos. 
8. El  efecto  de  VIP  y  CRF  sobre  la  producción  de  agrecanasas,  en  el  sinoviocito 
fibroblástico de artrosis, se produce mediante el bloqueo de diferentes vías de 
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señalización,  que  incluyen  al  factor  de  transcripción  Runx2  y  a  la  vía Wnt/β‐
catenina.  
9. VIP  y  CRF,  a  través  de  sus  efectos  sobre  el  sinoviocito    fibroblástico,  actúan 
como protectores de la destrucción del cartílago en pacientes con artrosis. 
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1. The  synovial  fibroblast  contributes  to  the  osteoarthritis  pathogenesis  by 
releasing proteinases implicated in the degradation of main components of the 
extracellular matrix,  including the uPA serin proteinase,  its receptor uPAR and 
its  inhibidor  PAI‐1,  the  matrix  metalloproteinases  MMP‐9  and  MMP‐13,  and  
the ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 and ‐12. 
2. IL‐1β  and  45KDa  fibronectin  fragments  increase  the  release  of  the  serine 
proteinase  uPA  and  its  receptor  uPAR,  the  metalloproteinases  MMP‐9  and 
MMP‐13,  as  well  as  ADAMTS‐4,  ‐5,  ‐7  and  ‐12,  in  synovial  fibroblasts  from 
osteoarthritis patients. 
3. IL‐1β and 45KDa fibronectin fragments increase aggrecanases expression by the 
activation of Runx2 transcription factor and the Wnt/β‐catenina pathway. 
4. Synovial  fibroblasts  from  healthy  donors,  osteoarthritis  and  rheumatoid 
arthritis patients express CRF, UCN1, UCN2, UCN3 and CRFR2 constitutively. In 
no case CRFR1 expression was detected. 
5. Synovial  fibroblasts  from  osteoarthritis  patients  treated with  VIP  show  a  CRF 
family expression profile similar to that found in healthy donors. 
6. VIP  exerts  a  distinguishing  effect  in  osteoarthritis  and  rheumatoid  arthritis 
synovial  fibroblasts  on  CRF  family  members  and  on  the  pro‐inflammatory 
mediators COX‐2 and PGE2 expression. 
7. After  IL‐1β  or  45KDa  fibronectin  fragments  induction,  VIP  and  CRF 
neuropeptides  decrease  proteinases  production  in  osteoarthritis  synovial 
fibroblasts.  Among  them  are  included  the  serin  proteinase  uPA,  and  the 
metalloproteinases MMP‐9 and MMP‐13, in the case of VIP, and the ADAMTS‐
4, ‐5, ‐7 y ‐12, for both neuropeptides. 
8. The  effect  of  VIP  and  CRF  on  the  aggrecanases  production  in  osteoarthritis 
synovial fibroblasts is produced by the inhibition of different signaling pathways 
that include the Runx2 transcription factor and the Wnt/β‐catenin pathway. 
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9. VIP  and  CRF,  by  their  effects  on  the  synovial  fibroblast,  act  as  protectors  of 
cartilage degradation in osteoarthritic patients. 
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EL SINOVIOCITO FIBROBLÁSTICO EN LA ARTROSIS.            
EFECTO PROTECTOR DE VIP Y CRF 
 
Introducción 
 La  artrosis  (OA)  es  una  enfermedad  reumática  crónica  degenerativa  y 
multifactorial. Es la artropatía más frecuente y la principal causa de daño y disfunción 
entre  la  población  de  mediana  edad  y  anciana,  caracterizada  por  una  pérdida 
progresiva de la función de las articulaciones sinoviales (Bondeson et al., 2010; Loeser 
et  al.,  2012).  Aunque  la  artritis  reumatoide  (AR)  es  la  enfermedad  reumática 
autoinmune  inflamatoria  por  excelencia,  más  del  50%  de  los  pacientes  artrósicos 
también poseen signos de inflamación (Monfort, 2010; Pelletier et al., 2001; Scanzello 
y Goldring, 2012). Durante la sinovitis, el sinoviocito fibroblástico (SF)  juega un papel 
esencial  mediante  la  liberación  de  mediadores  inflamatorios  (Benito  et  al.,  2005; 
Bottini y Firestein, 2013), entre los que se incluyen citocinas como la IL‐1β (Goldring et 
al.,  2011;  Stylianou  y  Saklatvala,  1998).  Por  otro  lado,  durante  el  proceso  de 
destrucción  articular  se  liberan  componentes  de  la  matriz  extracelular  (MEC)  con 
propiedades  potencialmente  inflamatorios,  incluyendo  a  la  fibronectina  y  sus 
fragmentos de degradación (Fn‐fs) (Homandberg et al., 1998; Zack et al., 2006). Estos 
mediadores contribuyen a la destrucción del cartílago articular, rompiendo el balance 
entre degradación y síntesis de la MEC, como consecuencia de una expresión alterada 
de las proteinasas (Attur et al., 2002; Kato et al., 2014; Pelletier et al., 2001; Troeberg y 
Nagase,  2012).  El  activador  del  plasminógeno  tipo  uroquinasa  (uPA)  participa  en  la 
activación  de  otras  proteinasas  como  las  metaloproteinasas  de  matriz  (MMPs) 
incluyendo la MMP‐9 y la MMP‐13 (Smith y Marshall, 2010). Otras metaloproteinasas 
implicadas en la degradación de la MEC son las desintegrinas y metaloproteinasas con 
motivos trombospondina (ADAMTS) (Kelwick et al., 2015; Porter et al., 2005; Takeda, 
2009). Las agrecanasas ADAMTS‐4 y ‐5 son las principales implicadas en la proteólisis 
del  agrecano,  liberando  glicosaminoglicanos  (GAGs),  uno  de  los  eventos  clave  en  el 
desarrollo  de  la OA  (Bondeson  et  al.,  2008;  Fosang  et  al.,  2008; Huang  y Wu,  2008; 
Kelwick  et  al.,  2015).  Por  otro  lado,  las  ADAMTS‐7  y  ‐12  degradan  a  la  proteína 
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oligomérica de la matriz del cartílago (COMP), que contribuye al mantenimiento de la 
estabilidad del cartílago (Lin y Liu, 2009; Liu et al., 2006a; Liu et al., 2006b). 
En  la articulación sinovial se establecen además complejas interacciones entre 
los  sistemas  endocrino,  nervioso  e  inmune  (Cutolo  et  al.,  2007).  En  este  contexto, 
diferentes estudios han demostrado la presencia de neuropéptidos de  las familias de 
péptido intestinal vasoactivo (VIP) y del factor liberador de corticotropina (CRF) en la 
articulación  sinovial de pacientes  con OA y AR  (Crofford  et al.,  1993;  Juarranz  et al., 
2008;  Kohno  et  al.,  2001;  Uzuki  et  al.,  2001).  Diversos  autores  apoyan  el  papel 
antiinflamatorio de VIP en inflamación y autoinmunidad (Abad et al., 2006; Delgado et 
al.,  2002;  Gomariz  et  al.,  2006).  Sin  embargo,  respecto  a  la  familia  de  CRF,  se  han 
descrito tanto efectos proinflamatorios como antiinflamatorios en distintas patologías 
(Dermitzaki et al., 2014; McEvoy et al., 2001; Tsatsanis et al., 2007; Yuan et al., 2016). 
Hasta la fecha, las terapias disponibles para el tratamiento de la OA se han centrado en 
aliviar la sintomatología más que en frenar la progresión de la enfermedad. Por tanto, 
la búsqueda de nuevas dianas y herramientas terapéuticas es de gran importancia para 
el desarrollo de nuevos tratamientos para dicha patología. En este sentido, VIP y CRF 
son  dos  péptidos  muy  prometedores  para  el  diseño  de  fármacos  dirigidos  al 
tratamiento de la OA (Couvineau y Laburthe, 2011; Sutton et al., 2009).  
 
Objetivos 
 A la vista de los antecedentes expuestos nos proponemos: 
• Caracterizar  la  familia  de  CRF  en  sinoviocitos  fibroblásticos  de  pacientes  con 
artrosis  y  artritis  reumatoide. Además nos  proponemos  analizar  el  efecto de 
VIP sobre dicha familia de neuropéptidos. 
• Estudiar el sistema uPA y las ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 y ‐12, tras la estimulación con IL‐
1β o con Fn‐fs de 45KDa, en sinoviocitos fibroblásticos de artrosis. 
• Determinar del efecto de los neuropéptidos VIP y CRF sobre la producción de 
dichas proteinasas en sinoviocitos fibroblásticos de artrosis. 
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Resultados y discusión 
Nuestros  resultados  confirman  que  los  SF  de  OA  expresan  uPA,  su  inhibidor 
(PAI‐1),  y  su  receptor  (uPAR)  de  manera  constitutiva.  Además,  producen  MMP‐9  y 
MMP‐13  constitutivamente.  Asimismo,  corroboramos  que  los  SF  de  donantes  sanos 
(HD) y de pacientes de OA producen ADAMTS‐4 y ‐5, además de describir, por primera 
vez,  la expresión y producción de  las ADAMTS‐7 y  ‐12 en este  tipo  celular. Nuestros 
datos  también  indican  que  existe  una  mayor  expresión  de  las  ADAMTS‐4  y  ‐7  en 
pacientes  de OA,  pudiendo estar más  implicadas  en  el  desarrollo  de  la  enfermedad. 
También  demostramos  que  existe  una mayor  actividad  agrecanasa  en  los  SF  de OA, 
con una mayor liberación de GAGs, así como de COMP de los explantes de cartílago en 
cocultivo con estos SF. En cuanto a las rutas de señalización implicadas en la expresión 
de  las  ADAMTS,  nuestros  resultados  demuestran  que,  a  nivel  basal,  existe  la misma 
activación  de  Runx2  en  los  SF  de OA  y  de  HD, mientras  que  se  observa  una mayor 
activación de β‐catenina en los SF de OA que en los de HD. 
La IL‐1β y los Fn‐fs de 45KDa, son capaces de elevar los niveles de uPA y uPAR, 
en SF de pacientes de OA, aumentando también su actividad en el caso de los Fn‐fs, y 
la de PAI‐1, con IL‐1β. Este es el primer estudio en el que se describe la estimulación 
del sistema uPA con Fn‐fs en SF, corroborando la importancia de este tipo celular en la 
patogenia de la OA, así como el potencial de los Fn‐fs como mediadores de destrucción 
en la OA. La IL‐1β y los Fn‐fs también aumentan la producción de MMP‐9 y ‐13 en los 
SF de OA. Respecto a las agrecanasas, describimos como la IL‐1β induce la producción 
de ADAMTS‐4 y  ‐5 en  los SF,  tanto de OA como de HD, pero estos efectos no se ven 
reflejados en su funcionalidad, debido a que no afecta a la actividad agrecanasa ni a la 
liberación de GAGs del cartílago. Además estudiamos, por primera vez, los efectos de 
IL‐1β  y  los  Fn‐fs  sobre  las  ADAMTS‐7  y  ‐12,  demostrando  que  ambos  mediadores 
promueven  la  producción  de  ADAMTS‐7  en  SF  y  la  liberación  de  COMP  en  los 
cocultivos de cartílago con SF de HD y OA, mientras que, en el  caso de ADAMTS‐12, 
sólo se observa inducción en la OA. Estos resultados vuelven a apuntar hacia ADAMTS‐
7  como  la  principal  implicada  en  la  degradación  de  COMP  en  la MEC  del  cartílago. 
Además,  la  inducción  de  ADAMTS‐12  exclusivamente  en  OA,  indica  una  regulación 
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diferencial de esta ADAMTS en dicha patología. Nuestros resultados demuestran que 
tanto la IL‐1β como los Fn‐fs de 45KDa inducen la activación de Runx2 en SF de OA y 
HD, coincidiendo con  la producción de  las ADAMTS‐4,  ‐5 y  ‐7,  lo que apunta hacia  la 
implicación  de  este  factor  de  transcripción  en  su  expresión.  La  activación  de  la  β‐
catenina por ambos mediadores sólo se produce en los SF de OA, coincidiendo con el 
patrón  de  activación  de  ADAMTS‐12.  La  activación  diferencial  de  esta  vía  en  la  OA, 
indica también su participación en la patogenia de la enfermedad.  
Respecto  a  los  neuropéptidos,  hemos  corroborado  la  producción  de  CRF  y 
UCN1 en  los SF de OA y AR, además de caracterizar por primera vez  la expresión de 
UCN2,  UCN3  y  CRFR2  en  dichas  células,  no  detectándose  expresión  de  CRFR1  en 
ninguno  de  los  casos.  Asimismo,  hemos  estudiado  el  perfil  de  las  familias  de 
neuropéptidos VIP y CRF en HD. VIP ejerce un efecto diferencial en los SF de OA y AR 
sobre  la  expresión  de  los  miembros  de  la  familia  CRF  y  de  los  mediadores 
proinflamatorios COX‐2 y PGE2. Además, los SF de OA tratados con VIP, presentan un 
perfil de expresión de los neuropéptidos de la familia de CRF similar al encontrado en 
HD. En  cuanto  a  la  acción  de  los  neuropéptidos  sobre  las  proteinasas,  nuestros 
resultados  demuestran  que  VIP  modula  el  sistema  uPA,  además  de  disminuir  la 
producción de MMP‐9 y ‐13 en SF de OA. Tanto VIP como CRF son además capaces de 
reducir la producción de ADAMTS‐4, ‐5, ‐7  y ‐12, así como la activación de Runx 2 y de 
β‐catenina en los SF de OA, apoyando el valor terapéutico de dichos neuropéptidos en 
el mantenimiento de la MEC del cartílago. 
 
Conclusiones 
  A  la  vista  de  los  resultados  podemos  concluir  que  el  sinoviocito  fibroblástico 
contribuye  a  la  patogenia  de  la  artrosis  mediante  la  liberación  de  proteinasas, 
implicadas  en  la  degradación  de  componentes  esenciales  de  la  matriz  extracelular. 
Tanto  la  IL‐1β  como  los  Fn‐fs  de  45KDa  incrementan  la  producción  de  estas 
proteinasas, observándose mayores efectos en el caso de  los Fn‐fs. Además de VIP y 
sus  receptores,  los  sinoviocitos  fibroblásticos  de  donantes  sanos  y  de  pacientes  de 
artrosis y artritis reumatoide  expresan péptidos de la familia de CRF. VIP y CRF poseen 
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un  efector  protector  en  la  patogenia  de  la  artrosis,  disminuyendo  la  expresión  y 
actividad de proteinasas producidas por el  sinoviocito  fibroblástico, que actúan en  la 
degradación  de  la  articulación  sinovial.  En  este  contexto,  VIP  tiene  un  efecto 
terapéutico  mayor  que  CRF,  inhibiendo  un  mayor  número  de  proteinasas.  Estos 
resultados  suponen  una  contribución  importante  para  el  desarrollo  de  terapias 
basadas  en  el  uso  de  estos  neuropéptidos  como  herramientas  para  el  diseño  de 
fármacos  dirigidos  al  tratamiento  de  enfermedades  reumáticas  inflamatorias  y 
degenerativas como la artrosis. 
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THE SYNOVIAL FIBROBLAST IN OSTEOARTHRITIS.       
PROTECTIVE EFFECT OF VIP AND CRF 
 
Introduction 
  Osteoarhthritis (OA) is a chronic, degenerative and multifactorial disease. OA is 
the most  frequent arthropathy being  the main cause of pain and dysfunction among 
middle age and elder people, characterized by a progressive loss of the synovial joints 
function (Bondeson et al., 2010; Loeser et al., 2012). Despite that rheumatoid arthritis 
(RA)  is  considered  the  key  inflammatory  and  autoimmune  rheumatic  disease, more 
than  50%  of  the  OA  patients,  also  present  signs  of  inflammation  (Monfort,  2010; 
Pelletier  et  al.,  2001;  Scanzello  y  Goldring,  2012).    During  synovitis,  the  synovial 
fibroblast (SF) plays a key role releasing  inflammatory mediators (Benito et al., 2005; 
Bottini y Firestein, 2013), including cytokines as IL‐1β (Goldring et al., 2011; Stylianou y 
Saklatvala,  1998).  On  the  other  hand,  during  joint  destruction,  components  with 
inflammatory  properties  are  released  from  the  extracellular matrix  (ECM),  including 
fibronectin and  its  degradation  fragments  (Fn‐fs).  These mediators  contribute  to  the 
articular  cartilage  ECM  destruction,  breaking  the  balance  between  synthesis  and 
degradation, as a consequence of  the altered expression of proteinases  (Attur  et al., 
2002; Kato et al., 2014; Pelletier et al., 2001; Troeberg y Nagase, 2012). The urokinase 
plasminogen activator (uPA) contributes to the activation of other proteinases such as 
matrix metalloproteinases (MMPs),  including MMP‐13 and MMP‐9 (Smith y Marshall, 
2010).  A  disintegrin  and metalloproteinases  with  thrombospondin motifs  (ADAMTS) 
are  also  involved  in  the  ECM  degradation  (Kelwick  et  al.,  2015;  Porter  et  al.,  2005; 
Takeda,  2009).  Aggrecanases ADAMTS‐4  and  ‐5  are  the main  implicated  in  aggrecan 
proteolysis,  with  the  subsequent  release  of  glycosaminoglycans  (GAGs),  one  of  the 
major events in OA development (Bondeson et al., 2008; Fosang et al., 2008; Huang y 
Wu,  2008;  Kelwick  et  al.,  2015).  In  addition,  ADAMTS‐7  and  ‐12  degrade  cartilage 
oligomeric matrix protein (COMP) that contributes to cartilage maintenance (Lin y Liu, 
2009; Liu et al., 2006a; Liu et al., 2006b). 
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  The  synovial  joint  is  also  a  target  wherein  complex  interactions  between 
endocrine,  nervous,  and  immune  systems  arise  (Cutolo  et  al.,  2007).  In  this  sense, 
different studies have shown the presence of neuropeptides from the families of the 
vasoactive intestinal peptide (VIP) and the corticothrophin‐releasing factor (CRF) in the 
synovial  joint  from OA  and  RA  patients  (Crofford  et  al.,  1993;  Juarranz  et  al.,  2008; 
Kohno  et  al.,  2001;  Uzuki  et  al.,  2001).  Several  authors  have  described  the  anti‐
inflammatory  role  of  VIP  in  inflammation  and  autoimmunity  (Abad  et  al.,  2006; 
Delgado et al., 2002; Gomariz et al., 2006). However, both pro‐ and anti‐inflammatory 
effects have been described with CRF in different pathologies (Dermitzaki et al., 2014; 
McEvoy  et  al.,  2001;  Tsatsanis  et  al.,  2007;  Yuan  et  al.,  2016).  To  date,  available 
therapies for the treatment of OA are more focused on alleviating the symptoms than 
stopping disease progression.  Therefore,  the  search  for new  targets  and  therapeutic 
tools  is  of  great  importance  to  develop  new  treatments  for  this  pathology.  In  this 
sense, VIP and CRF are two promising neuropeptides for designing of new drugs to the 
treatment of OA (Couvineau y Laburthe, 2011; Sutton et al., 2009).  
 
Objectives 
 In view of these antecedents we propose the next objectives: 
• To  characterize  the  CRF  family  of  neuropeptides  in  synovial  fibroblasts  from 
osteoarthritis  and  rheumatoid  arthritis  patients,  and  to  analyze  the  effect  of 
VIP on this family of neuropeptides. 
• To study the uPA system and the ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 and ‐12 after IL‐1β or 45KDa 
Fn‐fs stimulation, in synovial fibroblasts from osteoarthritis patients. 
• To establish the VIP and CRF effect on the production of  these proteinases  in 
synovial fibroblasts from osteoarthritis patients. 
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Results and discussion 
Our results confirm that OA‐SF constitutively express uPA, its  inhibitor (PAI‐1), 
and its receptor (uPAR). Moreover, OA‐SF constitutively release MMP‐9 and MMP‐13. 
In  addition, we  confirm  that  SF  from  healthy  donors  (HD)  and OA  patients  produce 
ADAMTS‐4 and ‐5, and we describe for the first time the expression of ADAMTS‐7 and ‐
12 in these cells. Our data also indicate that there is a greater expression of ADAMTS‐4 
and  ‐7  in  OA  patients, which  could  be  involved  in  the  disease  progression. We  also 
show that there is a greater aggrecanase activity in the OA‐SF, with a greater release of 
GAGs  and  COMP  from  the  explants  in  co‐culture  with  these  cells.  Regarding  the 
signaling  pathways  implicated  in  ADAMTS  expression,  our  results  show  that  under 
basal conditions there  is  the same activation of Runx2  in OA‐ and HD‐SF, by contrast 
there is more activation of β‐catenina in OA‐SF. 
IL‐1β and 45KDa Fn‐fs are able to increase uPA and uPAR levels  in SF from OA 
patients, also increasing its activity in the case of the Fn‐fs, and the production of PAI‐1 
with  IL‐1β. This  is  the first study that describes the stimulation of the uPA system by 
Fn‐fs  in  SF,  corroborating  the  role  these  cells  in  the OA pathogenesis,  as well  as  the 
potential  of  Fn‐fs  as  mediators  of  destruction  in  OA.  IL‐1β  and  Fn‐fs  also  increase 
MMP‐9 and ‐13 production in OA‐SF. Regarding the aggrecanases, we describe that IL‐
1β induces ADAMTS‐4 and ‐5 in HD‐ and OA‐SF, but these effects are not reflected in 
their  functionality  since  IL‐1β  does  not  affect  the  aggrecanase  activity,  neither  the 
GAGs release. Moreover, we study for the first time the effects of  IL‐1β and Fn‐fs on 
ADAMTS‐7  and  ‐12  expression,  showing  that  both  mediators  induce  ADAMTS‐7 
production in SF, and COMP release in cartilage‐SF co‐cultures in HD and OA, while the 
induction  of  ADAMTS‐  12  is  only  observed  in  OA.  Once  more,  these  data  point  to 
ADAMTS‐7 as the main ADMATS implicated in COMP degradation in the cartilage ECM. 
In addition, the exclusive induction of ADAMTS‐12 in OA indicates a specific regulation 
of this ADAMTS in the pathology.  
Concerning  the  neuropeptides  we  have  confirmed  the  CRF  and  UCN1 
production in OA‐ and RA‐SF, and characterized for the first time the UCN2, UCN3 and 
CRFR2 expression in these cells. In no case CRFR1 expression was detected. Moreover, 
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we have studied the expression profile of VIP and CRF families  in HD‐SF. VIP exerts a 
distinguishing  effect  in  OA‐  and  RA‐SF  on  CRF  family  members  and  on  the  pro‐
inflammatory mediators COX‐2 and PGE2 expression.  In addition, OA‐SF  treated with 
VIP show an expression profile of the CRF family peptides similar to that found in HD. 
Regarding the action of these neuropeptides on the proteinases, our results show that 
VIP modulates uPA system and decrease the production of MMP‐9 and ‐13  in OA‐SF. 
VIP and CRF are also able to decrease ADAMTS‐4, ‐5, ‐7 and ‐12 production, as well as 
Runx2  and  β‐catenina  activation,  supporting  the  therapeutic  value  of  these 
neuropeptides in the maintenance of the cartilage ECM in OA. 
 
Conclusions 
  In  view of  the presented  results we  can  conclude  that  the  synovial  fibroblast 
contributes  to  the  OA  pathogenesis  by  releasing  proteinases  implicated  in  the 
degradation  of main  components  of  the  extracellular matrix.  IL‐1β  and  45KDa  Fn‐fs 
increase the production of these proteinases, where the Fn‐fs show a greater effect. In 
addition  to  VIP  and  its  receptors,  synovial  fibroblasts  from  healthy  donors, 
osteoarthritis,  and  rheumatoid  arthritis  patients,  express peptides of  the CRF  family. 
VIP  and  CRF  possess  a  protective  effect  in  the  osteoarthritis  pathology,  decreasing 
proteinases  expression  and  activity  produced  by  synovial  fibroblasts,  which  are 
implicated in the synovial joint degradation. In this sense, VIP has a therapeutic effect 
greater  than  that  of  CRF,  inhibiting  a  higher  number  of  proteinases.  These  results 
represent an important contribution to the development of therapies based on the use 
of these neuropeptides as therapeutic tools to design new drugs for inflammatory and 
degenerative rheumatic diseases as osteoarthritis. 
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